Untersuchungen über Struktur und Wirkungsweise natürlich vorkommender und partialsynthetischer Ampullosporine by Kronen, Matthias
Untersuchungen über Struktur und Wirkungsweise
natürlich vorkommender und partialsynthetischer
Ampullosporine
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
Vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultät der Friedrich-Schiller-
Universität Jena
Von
Matthias Kronen, staatl. Geprüfter Lebensmittelchemiker
Geboren am 04.03.69 in Dorsten
Gutachter:
1. Prof. Dr. Reißmann
2. Prof. Dr. Brückner
3. Dr. Liebermann
Tag der Doktorprüfung:   12.11.2003
Tag der öffentlichen Verteidigung:   01.12.2003
Prof. Dr. Udo Gräfe zum Andenken gewidmet
I Zusammenfassung
Das Peptidantibiotikum Ampullosporin besitzt interessante biologische Aktivitäten. Es
induziert die Pigmentbildung beim Pilz Phoma destructiva, bewirkt eine Absenkung der
Körpertemperatur und verminderte Spontanaktivität bei Mäusen. Beide Testsysteme,
insbesondere der Tierversuch, zeigen neuroleptische Wirkung an. Diese konnte durch weitere
Tests an Ratten bestätigt werden.
Die vorliegende Arbeit beschreibt
1. Die Methodenentwicklung geeigneter Fermentationsbedingungen zur Gewinnung von
Ampullosporin im Labormaßstab und in Gramm-Mengen. Als geeignete Methode zur
Gewinnung größerer Mengen Ampullosporin konnte die Feststoff-Fermentation etabliert
werden.
2. Die Auftrennung des mikroheterogenen Ampullosporinkomplexes mittels geeigneter
HPLC-Methoden in fünf Fraktionen, den Reinsubstanzen Ampullosporin A-D und dem
Ampullosporin E-Komplex.
3. Die Strukturaufklärung dieser Substanzen mittels MSn, insbesondere des Ampullosporin
E–Komplexes, aus dem mit dieser Methode vier verschiedene Positionsisomere, die
Ampullosporine E1-E4, identifiziert werden konnten.
4. Die gerichtete Biosynthese. Es wurde gezeigt, dass das Spektrum an Homologen und
Isomeren nicht durch gezielte Fütterung von Bausteinen verändert werden kann. Eine
Veränderung der Produktionsrate konnte je nach Baustein erreicht werden.
5. Die enzymatische Stabilität. Ampullosporin zeigt eine hohe Stabilität gegen die
hydrolytische Spaltung durch Proteasen.
6. Die Bestimmung der Kristallstruktur. Durch ein geeignetes Verfahren konnten Kristalle
von Ampullosporin A gewonnen werden. Die Kristallstruktur wurde mit Hilfe der
Röntgenkristall-Stukturanalyse aufgeklärt. Aus den gewonnenen Daten konnten
Rückschlüsse für die Konformation in Lösung und in der Membran gewonnen werden.
7.  Die chemische Modifizierung des Ampullosporins A an funktionellen Gruppen, die in der
Röntgenkristall-Stukturanalyse als wichtig für die biologische Wirksamkeit angesehen
wurden. Es wurden der N-Terminus spezifisch mit N-Bromsuccinimid abgespalten, die
Glutaminseitenketten methyliert und der C-Terminus verestert.
8. Durch die Variation der Lösungsmittel in den Circulardichroismus-Messungen konnte
gezeigt werden, dass Ampullosporin in seiner Konformation flexibel auf die Umgebung
reagiert. Die Unterschiede in den CD-Spektren und den Parametern haben gezeigt, dass
die Bio- und die Membranaktivität von dem Vorhandensein bestimmter struktureller
Merkmale, wie der Helizität, stark abhängig sind. Modifikationen in der Sequenz, die
diese deutlich verändern, führen zu biologisch inaktiven Derivaten
9. Die Messung der Membranaktivität. Ampullosporin ist ein spannungsabhängiger
ionophorer Porenbildner. Die Bestimmung der Membranaktivität der hier beschriebenen
Ampulosporin-Analoga erfolgte an einer artifiziellen Bilayer-Lipid-Membran. Zwischen
der Wirkung auf die Membran und den biologischen Testsystemen konnte eine
Korrelation festgestellt werden. So sind die Analoga, die biologisch dem Ampullosporin
A als Standardsubstanz äquivalent sind, auch hier mit Ampullosporin A vergleichbar.
Ampullosporin C ist in allen drei Tests schwächer wirksam. Die biologisch inaktiven
Substanzen bilden keine Poren in der Membran aus.
10. In den biologischen Tests „Phomatest“ und „Hypothermie-Test“ konnten Korrelationen
zwischen Struktur und Wirkung festgestellt werden. Der N-Terminus mit dem acetylierten
L-Tryptophan ist wichtig für die biologische Wirksamkeit, Änderungen in der Sequenz, z.
B. der Austausch von Aib gegen L-Ala, können zu Einschränkungen in der Aktivität
führen. Blockierung der Amidgruppen der Glutamine zerstören die biologische Aktivität.
Der C-Terminus hat auf die beschriebenen Testsysteme deutlich geringeren Einfluß.
11. Neuropharmakologische Studien. Grecksch und Mitarb. haben gezeigt, dass
Ampullosporin A als atypisches Neuroleptikum wirkt. Hierbei wird nicht der
dopaminerge D2-Rezeptor von Ampullosporin A antagonistisch blockiert, sondern der
NMDA-Rezeptor beeinflußt.
Ob diese Beeinflussung durch eine spezifische Bindung an den Rezeptor ausgelöst wird
oder das Ampullosporin aufgrund seiner membranmodifizierenden Eigenschaften wirkt,
muß Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
II Liste der verwendeten Abkürzungen
Ac Acetyl
A-Domäne Adenylierungsdomäne
Aib / U α-Aminoisobuttersäure





br breit (Bandenbreite im NMR)
Calcd. Berechnetes Molgewicht (bei HR-ESI)
CD Circulardichroismus
C-Domäne Kondensationsdomäne
CID „collision induced decomposition“ bzw. „collision induced decay“
COSY Correlation Specroscopy
d Dublett (NMR)
DAD „diode array detector“ (Diodenarray- bzw. Streulicht-Detektor)
DC Dünnschicht-Chromatographie bzw. -Chromatogramm
DCC Dicyclohexylcarbodiimid
dd Doppeldublett (NMR)
D-H...A Wasserstoff-Donor und -Akzeptor
DMAP Dimethylaminopyridin
DMSO Dimethylsulfoxid
EI „electron impact“ (Elektronenstoß)- Ionisation
EPS extra pyramidalen Störungen
ESI „electrospray ionization“
EtOH Ethanol
FAB „fast atom bombardment“
Gln / Q Glutamin
Glu / E Glutaminsäure
Gly / G Glycin
HMBC Heteronuclear Multibond Connectivity
HPLC „high performance liquid chromatography“ (Hochauflösende Flüssig-
chromatographie)
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
HR „high resolution“ (Hochauflösung bei der Präzisionsmassenbestimmung)
J Isovalin
LC „liquid chromatography“ (Flüssigkeitschromatographie)
LC/MS Kopplung der HPLC mit einem Massenspektrometer
Leu / L Leucin
Leuol Leucinol
M Molekülion bzw. Mol
m Multiplett (NMR)





MRE mean residue ellipticity
MS Massenspektrometer bzw. Massenspektrometrie
MS/MS Erste Generation von Tochterionen im Triple-Quadrupol-MS (MS2)








Phe / F Phenylalanin
Pro / P Prolin
q Quartett (NMR)
Rf Retentionsfaktor bei der DC: Quotient aus Laufstrecke der Substanz und
Laufstrecke der Lösungsmittelfront












tR Retentionszeit einer Substanz in der HPLC [min]
Trp / W Tryptophan
V Valin
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1.1. Pilze als Quelle biologisch aktiver Substanzen
Pilze sind aktive Produzenten von Sekundärmetaboliten. Diese werden vielfach in der
Medizin und Landwirtschaft eingesetzt.
Traditionell werden Pilze in der Lebensmittelproduktion genutzt. Beispiele dafür sind
Saccharomyces cervisiae als Alkoholproduzent und Penicillium roquefortii in der
Käseherstellung.
Das sicherlich bekannteste Beispiel für einen Pilzmetaboliten ist das Penizillin G. Fleming
beobachtete 1928, dass P. notatum das Wachstum von Staphylokokkenkulturen hemmte
[Habermehl, Hammann, 1992]. 1940 gelang es den Arbeitsgruppen von Chain und Florey den
Reinstoff zu isolieren [Nuhn, 1997].
Weitere Beispiele für klinisch relevante Pilzmetabolite sind das Cephalosporin C aus




Auch die Peptaibole sind aus Pilzkulturen gewonnene Sekundärmetabolite. Es handelt sich
hierbei um lineare Peptide einer Länge von fünf bis zwanzig Aminosäuren [Whitmore,
Chugh, 2003]. Die wesentlichen Charakteristika dieser Substanzklasse sind im Namen
Peptaibol genannt. Es handelt sich um Peptide, die die nicht proteinogene Aminosäure α-
Aminoisobuttersäure enthalten und durch einen zum Alkohol reduzierten C-Terminus und
durch einen acetylierten N-Terminus charakterisiert sind. Neben Aib wird in manchen
Sequenzen das ebenfalls nicht proteinogene Isovalin eingebaut. Es unterscheidet sich von Aib
durch eine Ethyl- statt einer Methlygruppe in der Seitenkette.
Mit den Lipopetaibolen und Lipoaminopeptiden werden die Peptaibole zu den Peptaibiotika
zusammengefasst [Degenkolb et al., 2003].
2
Quellen
Peptaibole werden von verschiedenen imperfekten Pilzen in Kultur produziert. Meist handelt
es sich um auf Pflanzen oder Pilzen parasitierende Arten der Gattungen Trichoderma,
Emericellopsis und Acremonium [Kubicek, 1998]. Beispiele für Peptaibole aus
Trichodermaarten sind das Alamethicin F50 [Brückner et al., 1984] und die Longibrachine
[Leclerc et al., 2001]. Aber auch die teleomorphen Formen wie Hypocrea peltata (Hypelcin)
[Fujita et al., 1994] können als Quellen für Peptaibole dienen.
Es sind sich in der Literatur auch Basidiomyceten, in denen Peptaibole gefunden wurden,
beschrieben. Beispiele sind die Tylopeptine, die aus Tylopilus neofellus stammen [Lee et al.,
1999 (b)] und das Boletusin aus Boletus spp. [Lee et al., 1999 (a)]. Ob sie aber nicht von einer
Infektion der Pilze mit Saprophyten stammen, ist in der Literatur umstritten [Degenkolb et al.,
2003]. Zumal die Boletusine sehr hohe Analogien zu den Chrysosperminen (s. Tab. 1.2.1), die
in Apiocrea chrysospermum gefunden wurden, haben und es sich bei Tylopilus und Boletus
um bevorzugte Wirtspilze der Gattung Sepedonium handelt [Gams, 2003; Sahr, 1999].
Biosynthese von Peptaibolen
α-Aminoisobuttersäure ist eine nicht proteinogene Aminosäure. Dies läßt den Schluß zu, dass
Peptaibole nicht über die für Peptide übliche ribosomale Biosynthese gebildet werden.
Deshalb wird schon seit ca. 25 Jahren ein nonribosomaler Biosyntheseweg über einen
Multienzymkomplex postuliert [Mohr, Kleinkauf, 1978]. Vor kurzem konnte auch die erste
Synthetase aus Trichoderma virens isoliert und aufgeklärt werden [Wiest et al., 2002].
Dieser Syntheseweg verläuft über nonribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) nach dem
Thiotemplat-Mechanismus [Lipmann, 1973]. Die NRPS ist aus einzelnen Modulen aufgebaut.
Diese erkennen, binden und verknüpfen ihre jeweilige Substrataminosäure [Kleinkauf & v.
Döhren 1987, 1990; Zuber, 1991; Mootz & Marahiel, 1997]. Die Aminosäuren stammen aus
den Vakuolen der Zellen [Roos, 1997]. Am Schluß wird das fertige Peptid am C-Terminus
durch Hydrolyse oder Zyklisierung abgespalten. Den ganzen Vorgang kann man sich ähnlich
einer Fließbandproduktion vorstellen. Daher auch der englische Fachbegriff “assembly line”
[Keating & Walsh, 1999; Cane et al., 1998].
Die Module sind in weitere Untereinheiten, den drei Domänen, organisiert. Zunächst wird die
spezifische Aminosäure oder das Peptidfragment von der Adenylierungs(A)-Domäne als
Aminoacyladenylat gebunden, dann wird an der Thiolierungs (T)-Domäne die nächste
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Aminosäure kovalent durch Thioesterbindung gekoppelt. Schließlich katalysiert die
Kondensations (C)-Domäne die Kondensation mit der nächsten Aminosäure am
Nachbarmodul (Abb. 1.1.1), [Cane, 1997; v. Döhren, 1999].
Abb. 1.2.1.: Schematische Darstellung einer nonribosomalen Peptidsynthtase. A:
Adenylierungsdomäne, T: Thiolierungsdomäne, C: Kondensationsdomäne und TE:
Terminierungsdomäne. nach Schwarzer & Mahariel, 2001
Der Aufbau der Peptide erfolgt vom N- zum C-Terminus. Die Substraterkennung erfolgt in
der A- und in der T-Domäne, ist aber weit weniger spezifisch als in der ribosomalen
Peptidbiosynthese. Dadurch erklärt sich, dass die meisten Peptaibole Gemische von
Homologen und Positionsisomeren sind („microheterogenity“) [Leclerc et al., 2001]).
Klassifizierung der Peptaibole
Das wohl bekannteste Peptaibol ist Alamethicin. Seine Sequenz und weitere Beispiele sind in
Tabelle 1.1.1 dargestellt.




Brueckner et al., 1984
Chrysospermin C Ac-F-U-S-U-J-L-Q-G-U-U-A-A-
U-P-U-U-U-Q-W-OH
Dornberger et. al., 1995
Antiamoebin I Ac-F-U-U-U-J-G-L-U-U-O-Q-J-
O-U-P-F-OH
Brueckner et al., 1984
Zervamicin ZIB Ac-W-V-E-J-I-T-U-L-U-O-Q-U-
O-U-P-F-OH
Rinehart et. al., 1981
Modul 1 Modul 2 Modul 3














Mittlerweile sind über 300 Peptaibolsequenzen gefunden worden [Whitmore, Chugh, 2003]
und sind in einer Internet-Datenbank unter der Adresse
http://www.cryst.bbk.ac.uk/peptaibol/home.htm abrufbar.
Die große Zahl an Peptaibolen kann systematisiert werden. Dafür bieten sich besonders die
Unterschiede in der Länge der Aminosäurensequenz an. Fuijta et al. [1994] teilen die
Peptaibole in drei Gruppen ein. Zunächst die Gruppe der langen Peptaibole mit 18-20
Aminosäuren in der Sequenz, dann die kurzen mit 5-17 Aminosäuren.
Davon abgegrenzt werden als dritte Gruppe die Lipopeptaibole. Diese sind am N-Terminus
statt mit einem Acetylrestes mit einer längerkettigen Fettsäure kondensiert, beispielhaft sei
das Trikoningin KB I [Auvin-Guette et al., 1993] genannt.
Eine weitere Möglichkeit der Klassifizierung ist die Einteilung nach Homologien in der
Aminosäuresequenz [Chugh et al., 2001]. Hieraus ergeben sich neun Unterfamilien.
Unterfamilie 1 mit etwa 120 Sequenzen beinhaltet die „langen“ Peptaibole, wie Alamethicin
oder Chrysospermin. Typischerweise tragen sie in Position sechs oder sieben einen
Glutaminrest und im C-terminalen Bereich weitere Glutamin- oder Glutaminsäurereste und
einen Prolinrest an Position 13 oder 14.
Die Unterfamilien 2 und 3 sind der ersten Familie ähnlich. Mit 14 bis 16 Aminosäuren in der
Sequenz sind sie deutlich kürzer. In Unterfamilie 2 und 3 finden sich an beiden Termini
aromatische Aminosäuren, außerdem tritt neben Prolin auch Hydroxyprolin auf. Der
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen ist in Position sechs, hier findet sich in
Unterfamilie 3 Threonin. Beispiele für Familie 2 sind Antiamoebin [Brückner et al., 1984]
und die Bergofungine [Berg et al., 1996], zu Familie 3 gehört z. B. Zervamicin [Rinehart et
al., 1981].
Unterfamilie 4 weist außergewöhnliche Eigenschaften auf. Die Kettenlänge beträgt entweder
11 oder 14 Aminosäuren. Sie enthält weder aromatische Aminosäuren noch solche, die
Ladungen tragen können. Hierzu gehören Harzianin [Rebuffat et al., 1995] und Trichorovin
[Wada et al. 1995].
Die folgenden Familien sind sehr viel kleiner. Familie 5 besteht aus bisher fünf Peptaibolen.
Sie haben eine Kettenlange von sieben bis elf Aminosäuren. Die Vertreter dieser Familie
haben einen hohen Anteil an Glycin, es fehlen jedoch die sonst häufigen Iminosäuren.
Trichogin [Auvin-Guette et. al., 1992] ist ein Vertreter dieser Gruppe. Da der N-Terminus
nicht acetyliert, sondern mit Octansäure verestert ist, handelt es sich um ein Lipopeptaibol.
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Familie 6 besteht aus Ampullosporin [Ritzau et al., 1997] und Tylopeptin [Lee et al., 1999
(a)]. Typisch ist das Tryptophan in Position 1.
Familie 7 besteht aus der LP237-Gruppe, drei Lipopeptaibolen, die aus dem boden-
bewohnenden Saprophyten Tolypocladium geodes gewonnen wurden [Tsantrizos et al., 1996].
Die letzen beiden Unterfamilien 8 und 9 bestehen jeweils aus einer einzigen Sequenz; zum
einem dem Clonostachin [Chikanishi et. al., 1997] und dem Peptaibolin [Hülsmann et al.,
1998]. Letzteres wurde aus dem gleichen Stamm wie das Ampullosporin isoliert.
Biologische Aktivität
Typischerweise sind Peptaibole aktiv gegen grampositive Bakterien und Pilze. Dies ist
beispielsweise für die Alamethicine, Zervamicine [Jen et al., 1987], die Harzianine [Rebuffat
et al., 1995], Cephaibole [Schiell et al., 2001] und Stilboflavine [Jaworski et al., 2001]
beschrieben. Sie wirken auch oft wie die Trichorzine [Beven et al., 1998] und Longibrachine
[Leclerc et al., 2001] gegen Mycoplasmen.
Bei einer Reihe von Peptaibolen wie dem Alamethicin [Das et al., 1985], Hypelcin [Fujita et
al., 1994], Antiamoebin [Das et al., 1986] und Zervamicin [Nagaraj et al., 2001] wurde
festgestellt, dass sie die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien entkoppeln. Weil
der Stofftransport in und aus den Mitochondrien via Membran wesentlich für deren
Arbeitsfähigkeit ist, beeinflussen membranaktive Stoffe, wie die Peptaibole, diese Funktion
[Nagaraj et al., 2001].
Auch die im Falle von Antiamoebin, Zervamicin und Efrapetin festgestellte Aktivität gegen
den Malariaerreger Plasmodium falciparum beruht einer Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung [Nagaraj et al., 2001].
Alamethicin, Trichosporin und Trichokonin I-VII induzieren die Ca2+-abhängige Catechol-
aminausschüttung [Aralejo et al., 1990; Fonteriz et al., 1991; Nagaoka et al., 1996; Iida et al.,
1994]. Auch diese Aktivität wird vermutlich durch die Membranaktivität der Substanzen
hervorgerufen.
Alamethicin, Suzukacillin, Trichtoxin und Stilboflavin führen zur Hämolyse bei Erythrozyten
[Irmscher, Jung, 1977; Jaworski et al., 2001].
Weitere Eigenschaften, die auf die Membranaktivität der Peptaibole zurüchzuführen sind, ist
die Wirkung auf Pflanzen und Pilze. So sind Alamethicin, Chrysospermin, Ampullosporin
und Bergofungin Elicitoren von Verteidigungsmechanismen von Pflanzen und regen die
Rankenkrümmung an [Engelberth, 2001, 2000].
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Darüber hinaus induzieren Chrysospermin und Ampullosporin die vorzeitige Pigmentbildung
bei dem Pilz Phoma destructiva an [Schlegel, 2000].
Für einzelne Peptaibole sind eine Reihe weitere Wirkungen beschrieben. So wirken die
Atroviridine in vitro cytotoxisch gegen humane Krebszelllinien [Oh et al., 2002], die
Peptaivirine A und B verhindern die Infektion mit dem Tabakmosaikvirus [Yun et al., 2000].
Die Cephaibole wirken anthelmitisch gegen Ectoparasiten [Schiell et al., 2001]. Eine
anthelmitische Wirkung ist auch schon für Antiamoebin [Thirumalachar et al., 1968]
nachgewiesen worden.
Efrapeptin wirkt insektizid [Krasnoff et al., 1991 (a)]. Es handelt sich hierbei zwar nicht um
ein Peptaibol im engeren Sinne; aber es weist einige peptaiboltypischen Strukturelemente wie




Abb.1.2.2: Sequenz des Efrapeptins C
Die meisten Wirkungen der Peptaibole auf biologische Testsysteme werden mit deren
membranmodifizierenden Eigenschaften erklärt.
Eine Ausnahme bildet die Wirkung des Trichorzin HA V. Es bewirkt in Zellen, die Calcitonin
bilden, eine Steigerung des cAMP-Spiegels. Dies läßt vermuten, dass hier ein Peptaibol als
Agonist auf einen Rezeptor wirkt, also nicht seine membranmodifizierenden Eigenschaften im
Vordergrund stehen [Katayama et al., 2001].
Aus der Literatur ist ersichtlich, dass unterschiedliche Peptaibole bisher nur in
verschiedensten Testsystemen - unabhängig voneinander - untersucht worden sind, aber
bisher noch keine vergleichenden Untersuchungen erfolgt sind.. Ein direkter Vergleich der








Biomembranen sind die Abgrenzungen der beiden Systeme Umwelt- Zelle bzw. Zytosol-
Organelle. Für sie gelten, wie für alle Systeme, die Gesetze der Thermodynamik [Ti Tien,
2000, S. 83ff].
Die Membran garantiert den kontrollierten Austausch von Stoffen und Energie zwischen
diesen Systemen und ist damit von eminenter Bedeutung für das Leben.
Hauptbestandteile von Membranen sind Lipide und Proteine. Diese sind in einer bipolaren,
beweglichen Doppelschicht organisiert.
Der Stofftransport durch die Membran kann aktiv unter Energieverbrauch oder passiv durch
Diffusion entlang eines Gradienten erfolgen. Der passive Transport von Ionen erfolgt durch
Kanäle („Channel mediated diffusion“), bei größeren Molekülen sorgen Carrier für die
Diffusion durch die Membran („facilitated diffusion“). Beide Mechanismen werden von
speziellen Membranproteinen gesteuert [Leistner & Breckle, 1992].
Peptaibole bilden helicale Strukturen aus. Dies ist unter anderem an durch den hohen Anteil
an Aib, einer helixfördenden Aminosäure, bedingt. Hinzu kommt der amphipatische
Charakter, mit einer lipophilen und einer hydrophilen Seite. Diese Charakteristika sind die
Hauptgründe für die Membranaktivität der Peptaibole [Sansom, 1993; Shai, 1999].
Die Aktivität auf Biomembranen ist für die Forschung eine interessante Eigenschaft der
Peptaibole, da die vielfältigen biologischen Aktivitäten auf dieses Phänomen zurückgeführt
werden. Gleichzeitig stellen sie ein Modell für Ionenkanalbildner dar [Duclohier et al., 2001 (a)]
Die meisten Peptaibole, wie Alamethicin [Duclohier, 2001 (a)], Trichosporin [Nagaoka et al.,
1996] und Trichotoxin [Chugh et al., 2002] formen spannungsabhängige Kanäle. Dagegen
bildet das Chrysospermin salzgradienten-abhängige Kanäle [Grigoriev et al., 1995]. Anti-
amoebin kann als Carrier die Membran überbrücken [Snook et al., 1998].
1.3. Schizophrenie
Rezeptoren
Bei der Schizophrenie handelt es sich um eine der schwerwiegendsten Erkrankung in der
Psychatrie. Der Terminus „Schizophrenie“ beschreibt ein komplexes multifaktorielles Krank-
heitsbild.
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Neben genetischer Präposition liegen die Ursachen für die Erkrankung in Dysfunktionen
verschiedener neuronaler Rezeptoren, und es gibt veschiedene Hypothesen, von denen keine
allein gültig ist [Bondy, 2002].
Die beiden wichtigsten, die Dopamin- und die Glutamathypothese, werden hier kurz
dargestellt.
Die Erstere beruht auf der Beobachtung, dass Neuroleptika antagonistisch auf den D2-
Rezeptor wirken [Müller, 2002]. Dopamin selbst ist der hauptsächliche Neurotransmitter im
Gehirn und als solcher an der Kontrolle zahlreicher Funktionen beteiligt. Das Postulat besagt,
dass bei Schizophrenie die dopaminerge Neurotransmission im limbischen System des
Gehirns überreagiert [Duncan, 1999].
Das zweite Modell, die Glutamathypothese, wurde zuerst von Kim et al. [1980] aufgestellt.
Die Glutamatrezeptoren liegen in den Membranen. Sie werden in zwei Hauptgruppen
unterteilt, die metabotrophen Rezeptoren, die Änderungen in der Zelle bewirken, und die
ionitrophen Rezeptoren. Sie lösen Ionenflüsse und Änderungen des Membranpotenzials aus.
Diese Gruppe wird in drei weitere Untereinheiten, die NMDA-, die AMPA- und die Kainat-
Rezeptoren, aufgeteilt. Die beiden letzten sind spezifisch für einwertige Ionen, der NMDA-
Rezeptor läßt unspezifischer Na+ und Ca2+ passieren. Zur Aktivierung des NMDA-Rezeptors
sind die beiden Agonisten Glycin und Glutamat notwendig. Zusätzlich ist für die Öffnung des
Ionenkanals noch eine Änderung der Ruhespannung, z. B. durch die anderen Rezeptoren,
notwendig. Im Inneren des Kanals finden sich Bindungsstellen, an die Substanzen wie MK-
801 und Ketamin binden und den Kanal blockieren können.
Kurz zusammengefaßt kann man sagen, dass es zwischen dopaminerger und glutaminerger
Neurotransmission ein Gleichgewicht gibt [Bleich et al., 2001].
Vor kurzem konnte erstmals ein Zusammenhang zwischen bestimmten Genen, z. B dem G72
auf Chromosom 13q34 [Chumakov et al., 2002], das für den NMDA-Rezeptor codiert, und
dem Auftreten von Schizophrenie festgestellt werden. Es kann aber nicht ein einzelnes Gen
allein für den Ausbruch der Krankheit verantwortlich gemacht werden [Cloniger, 2002].
Medikation
Die Therapie der Schizophrenie erfolgt durch die Gabe von Neuroleptika. Sie werden in zwei
Hauptgruppen unterteilt.
Als sog. genannte klassischen Neuroleptika, sind vor allem Phenothiazinderivate wie
Chlorpromazin und Butyrophenone, z. B. Haloperidol (s. Abb. 1.3.1) zu nennen. Sie wirken
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als Antagonisten vor allem des D2-Rezeptors. Da aber neben dem D2-Rezeptor im
mesolimbischen System, in dem die Symptome für die Schizophrenie ausgelöst werden, auch
die Rezeptoren im Striatum blockiert werden, kommt es zu erheblichen Nebenwirkungen.
Vom Striatum werden die extrapyramidal-motorischen Bewegungen gesteuert. So kommt es
zu „extrapyramidalen Störungen“ (EPS). Sie äußern sich durch Dyskinesie und
medikamentösen Parkinsonoid.
Daneben haben sich die „atypischen“ Neuroleptika etabliert, hier vor allem das Clozapin,
außerdem sei noch das Risperidon genannt (s. Abb. 1.3.1). Sie zeigen bei deutlich geringeren
EPS eine bessere Wirksamkeit auch auf die sog. Negativsymptome. Das ist zunächst
erstaunlich, da auch sie Antagonisten des des D2-Rezeptors sind. Aber anders als die
typischen Neuroleptika wirken sie auch auf weitere Rezeptoren wie den M-, den D1-, den D4-,
den α1- und insbesondere auf den 5-HT2A-Rezeptor. Durch den 5-HT2A-Antagonismus wird
eine serotonerge Hemmung, die als spezifisch für nigrostriatale dopaminerge Neurone gilt,
aufgehoben. Als Konsequenz ist dieses System weniger blockiert, und die EPS sind deutlich
schwächer ausgeprägt [Müller, 2002].
Abb. 1.3.1.: Strukturformeln einiger Neuroleptika. a: Chlorpromazin, b: Haloperidol, c:





























Das Peptaibol Ampullosporin wurde 1997 von Ritzau et al. beschrieben. Die Sequenz besteht
aus 15 Aminosäuren, davon allein sieben Aib-Reste. Am N-Terminus befindet sich die
aromatische Aminosäure Tryptophan. Auffällig ist auch das Fehlen von Prolin oder
Hydroxyprolin, zwei für Peptaibole typische Aminosäuren [Chugh et al., 2001].
Ac-L-Trp1-L-Ala2-Aib3-Aib4-L-Leu5-Aib6-L-Gln7-Aib8-Aib9-Aib10-L-Gln11-L-Leu12-Aib13-L-
Gln14-L-Leuol15
Nach den oben erwähnten Sytemen zur Klassifizierung von Peptaibolen gehöhrt es zu den
kurzen Peptaibolen [Fujita et al., 1994], bzw. zur Unterfamilie 6 [Chugh et al., 2001].
Produzent
Ampullosporin wird aus dem Mykoparasiten Sepedonium ampullosporum HKI053 gewonnen
[Ritzau et al., 1997], der zur Familie der Hypocreaceae, Klasse Hypocreales [Ammer et al.,
1997] gehört. Die deutsche Bezeichnung für den Produzenten ist Goldschimmel [Dörfelt &
Jetschke, 2001]. Sowohl der deutsche als auch der lateinische Name beziehen sich auf das
Aussehen der Sporen. Die Phialosporen erscheinen unter dem Mikroskop ampullenförmig, die
Aleuriosporen leuchten, makroskopisch sichtbar, gelb-orange (s Abb. 1.4.1) [Reiber, 2003].
Die bisher beschriebenen Species der Gattung parasitieren auf Makromyceten, besonders der
Ordnung Boletales [Ammer et al., 1997].
Abb. 1.4.1: links: orangefarbene Aleuriospore, Mitte: mikroskopische Aufnahme der





Biologische Aktivität von Ampullosporin
Als typisches Peptaibol hat Ampullosporin antibiotische Eigenschaften. So wirkt es gegen
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli und
gegen Pilze [Ritzau et al., 1997].
Ampullosporin induziert die Pigmentbildung des Pilzes Phoma destructiva [Ritzau et al.,
1997].
Die Morphogenese von Mikroorganismen ist ein komplexer Vorgang, der durch
Signalmoleküle reguliert wird. Sekundärmetabolite können diese Regulation beeinflussen.
Die Suche nach solchen Stoffen ist ein vielversprechender Weg zum Auffinden neuer
Regulatoren der Cytodifferenzierung und neuer Leitstrukturen [v. Döhren & Gräfe, 1997].
Das bisher bekannteste Beispiel ist das Pamamycin, das beim eigenen Produzenten
Streptomyces alboniger die Bildung eines Luftmycels hervorruft [McCann, 1979, Natsuma,
1999].
Bei Pilzen sind außer dem hier genannten bisher wenige Beispiele für eine Cyto-
differenzierung durch Sekundärmetabolite beschrieben. Als Beispiel sei Aspergillus niger
genannt, der auf Immunsupressiva wie Cyclosporin und FK506 reagiert [Sakamoto, 1995].
Weitere Induktoren auf Phoma destructiva sind Cyclosporin und Chrysospermin [Dornberger
et al., 1995]. Darüber hinaus induzieren auch in der Klinik eingesetzte Neuroleptika, wie
Chlorpromazin, Haloperidol, Clozapin und Sertindol, die Cytodifferenzierung in diesem
Stamm. Der „Phomatest“ kann damit als Vorscreening für neuroleptische wirksame
Substanzen eingesetzt werden [Schlegel et al., 2000].
Aufgrund dieses positiven Phomatests wurde Ampullosporin A auf seine Aktivität als
Neuroleptikum gestestet. Es wurde festgestellt, dass Ampullosporin A die Körpertemperatur
bei Mäusen herabsetzt [Ritzau et al., 1997]. Dies ist ein typische Nebenwirkung von
Neuroleptika und dient als Nachweis von neuroleptischer Aktivität [Yehuda, 1977; Heh et al.,
1988; Oerther et al., 2000].
Bei den Tieren konnten außerdem noch Veränderungen im Bewegungsverhalten beobachtet
werden, die als typische Nebenwirkungen von Neuroleptika bekannt sind.
Endgültig wurde die neuroleptische Aktivität des Ampullosporins mit einem Verhaltenstest
nachgewiesen. Dabei wurde die Veränderung im Verhalten Ratten, die auf bestimmte
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Reaktionen konditioniert waren, untersucht. Das Ausbleiben der Reaktionen bei einer
Ampullosporingabe unterhalb der Katalepsie erbrachte den Nachweis, dass es als atypisches
Neuroleptikum wirkt [Härtl et al., 1999].
Wie oben erwähnt, sind viele Peptaibole membranaktiv, so auch Ampullosporin. Es bildet
spannungsabhängige („gated“) Ionenkanäle an artifiziellen Bilayer-Lipid-Membranen aus.
Diese Kanäle sind spezifisch für K+-Ionen, für andere Kationen ist die BLM sehr viel weniger
bzw. gar nicht durchlässig (s.Abb. 1.4.2) [Grigoriev et al., 1997]
Die Aktivität ist konzentrationsabhängig und liegt in einem Bereich von 300 – 500 nM. Bei
höheren Konzentrationen wird die Membran instabil. Der Konzentrationsbereich entspricht
dem für das 16mer Antiamoebin beschriebenen [Snook et al., 1998; Menestrina et al., 1986]
und liegt weit über dem des Alamethicins, das schon bei einer Konzentration von 0,05 µg /
mL (= 0,05nM) Poren in Membranen bildet [Menestrina et al., 1986].
Abb. 1.4.2: Aufnahmen eines Membranmessung von Ampullosporin, der Anstieg der




2. Zielsetzung der Arbeit
Ziel der Arbeit war es, Struktur-Wirkungsbeziehung des Ampullosporins im Hinblick auf die
Pigmentinduktion bei Phoma destructiva und die neuroleptische Wirkung an Mäusen
(Hypothermie) herauszuarbeiten. Dies erforderte den Einsatz von natürlichen und chemisch
modifizierten Analoga des Ampullosporins sowie Untersuchungen zur Raumstruktur. Dafür
wurden mehrere Strategien gewählt:
1. Zunächst sollte der Bildner Sepedonium ampullosporum auf natürliche Homologe und
Isomere des Ampullosporins A untersucht werden.
Dafür war eine geeignete Trennmethode auf der Basis der HPLC zu entwickeln. Zur
Strukturaufklärung der isolierten Metabolite sollten die unterschiedlichen Methoden der
Massenspektrometrie und der ein- und zweidimensionalen NMR-Spektroskopie eingesetzt
werden.
2. Der Produzent sollte durch die Fütterung geeigneter Vorläufer („gerichtete Biosynthese“)
angeregt werden, weitere Ampullosporinanaloga zu synthetisieren.
3. Da bisher keine Daten zur Konformation des Ampullosporins A vorlagen, war eine
Kristallisationsmethode zu entwickeln, um die 3-D-Struktur mit Hilfe der Röntgen-
kristall-Strukturanalyse aufklären zu können.
4. Die für die Ausbildung der Konformation wichtigen funktionellen Gruppen (s. Kristall-
struktur) sollten gezielt chemisch modifiziert werden.
5. Änderungen der Konformation natürlicher und partialsynthetischer Ampullosporinanaloga
im Vergleich zum Ampullosporin A waren mit Hilfe des Circular-Dichroismus zu
untersuchen.
6. Die biologischen Wirkungen der natürlichen und partialsynthetischen Ampullosporin-
analoga sollten untersucht und mit Ampullosporin A verglichen werden, wobei als Test-
systeme der Zelldifferenzierungsassay mit Phoma destructiva und die Messung der
Körpertemperatur bei Mäusen herangezogen werden sollten.
7. Mit Hilfe der „voltage clamp“-Methode sollten die Membranaktivitäten der Substanzen
bestimmt, und die strukturellen Parameter und biologischen Aktivitätsdaten mit der
Membranaktivität korreliert werden.
14
3. Material und Methoden
3.1. Liste der verwendeten Chemikalien und Geräte
Acetanhydrid MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Aceton MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Acetonitril Fisher Chemicals, Loughborough, UK
Agarose ROTH, Karlsruhe
α-Aminoisobuttersäure FLUKA, Steinheim
Ammoniumhydrogenphosphat MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Ammoniumsulfat Altbestand
Calciumcarbonat Altbestand
Chloroform MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Chymotrypsin SIGMA, Deisenhofen
D,L-Isovalin SERVA Feinbiochemica, Heidelberg
D,L-Phenylalanin SERVA Feinbiochemica, Heidelberg
D,L-Valin SERVA Feinbiochemica, Heidelberg
D-Alanin Nutrional Biochemicals Corporation,
Cleveland, Ohio, USA
d-Camphersulfonsäure SIGMA, Deisenhofen
D-Glutamin Nutrional Biochemicals Corporation,
Cleveland, Ohio, USA
Dichlormethan MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Dicyclohexylcarbodiimid FLUKA, Steinheim
Dimethoxyethan MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Dimethylaminopyridin FLUKA, Steinheim
Dimethylsulfoxid MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
D-Leucin Nutrional Biochemicals Corporation,
Cleveland, Ohio, USA
D-Tryptophan Nutrional Biochemicals Corporation,
Cleveland, Ohio, USA
Eisessig MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Ethylacetat MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt







Iodomethan MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Kaliumchlorid ACROS ORGANICS, Geel, Belgien
Kaliumdihydrogenphosphat Altbestand
Kieselgel (0,04 - 0,06 µm) MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt







Magnesiumsulfat*7H2O ACROS ORGANICS, Geel, Belgien
Maltose MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Malzextrakt OXOID, Wesel
Marfey's Reagenz FLUKA, Steinheim





Natriumnitrit MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Natriumsulfat MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
N-Bromsuccinimid MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
n-Butanol ROTH, Karlsruhe
n-Heptan MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
o-Phosporsäure (85 %) MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Pepsin Boehringer Mannheim, Mannheim
Pepton Altbestand (Tryptisches Pepton aus Casein)
Petrolether MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
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Phosphatidylcholin SIGMA, Deisenhofen
Pronase Boehringer Mannheim, Mannheim
Pronase Boehringer Mannheim, Mannheim
Pyridin MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Salzsäure MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Sephadex LH20 AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH
AB, Uppsala, Schweden
Silberoxid MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Triacetylglucal Altbestand
Triethylamin MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Trifluoressigsäure MERCK EUROLAB GmbH Darmstadt
Trifluorethanol FLUKA, Steinheim
Triphenylphosphoniumbromid ACROS ORGANICS, GEEL, Belgien




HPLC 1: Shimadzu, Kyoto, Japan
Autosampler: SIL-10 ADvp
2 Pumpen: LC-10 Atvp
Degasser: DGU-14 A
Detektor: SPD M 10Avp
System-Controller: SCL-10 Avp
Software: Class VP 5.03
Säule: GROM, Herrenberg-Kay
Nucleosil 100 C18, 5µm, 125 x 3,0
Gradient: 1 min 99,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 0,5 % MeCN
16 min 0,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 99,5 % MeCN
17 min 0,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 99,5 % MeCN
22 min 99,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 0,5 % MeCN
Flußrate: 2 mL / min
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HPLC 2: Shimadzu, Kyoto, Japan
2 Pumpen: LC-10AT
Degasser: GT-104
Detektor: DAD SPD M10A
System-Controller: CBM 10A
Software: CLASS LC10
Säule: a) analytisch: GROM, Herrenberg-Kayn
    Nucleosil 100 C18, 5µm, 125 x 4,6 mm
b) pärparativ: GROM, Herrenberg-Kayn
Gradient: 1 min 99,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 0,5 % MeCN
16 min 0,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 99,5 % MeCN
17 min 0,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 99,5 % MeCN
22 min 99,5 % 0,1 %ige TFA-Lösung, 0,5 % MeCN
Flußrate a: 2 mL / min
Flußrate b: 5 mL / min
HPLC 3: Gilson Abimed Analysen Technik GmbH, Langenfeld
Pumpe a: 305 pump
Pumpe b: 306 pump
Manometer: 805 manometric module
Detektor: 118 UV/VIS detector
Software: UniPoint
Säule: a) Grom, Herrenberg-Kayn, SIL 100 ODS 5 µm 250 x 4 mm
b) MN, Düren, Nucleosil 100 C18, 5µm 25 cm x 21,2 mm




Schmelzpunktbestimmung: Büchi, B-540, Büchi AG, Schweiz
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3.2. Allgemeine Nachweismethoden auf Ampullosporin







1 mg / mL MeOH
Laufmittel:
n-BuOH / Wasser / MeCN
      4      / 2     /   1
Sprüreagenz:
1 g NaNO2 auf 100 mL 1M HCl
Es wurden ausreichende Mengen der zu prüfenden Lösungen aufgetragen. Parallel dazu
wurde der Ampullosporin-Standard aufgetragen. Dann wurden die DC-Platten entwickelt. Die
Detektion erfolgte anhand der UV-Löschung und der Rotfärbung durch das Sprühreagenz.
3.2.2. HPLC




Stammlösung von Ampullosporin 1 mg / mL in MeOH
Geräte:
HPLC 1
Die quantitative Bestimmung von Ampullosporin und seinen Homologen und Derivaten
wurde mittels HPLC durchgeführt. Dafür wurden aus der Stammlösung je 3 Lösungen mit
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den Konzentrationen 500 µg /mL, 200 µg / mL, 100 µg / mL, 50 µg / mL, 40 µg / mL und
20µg / mL hergestellt. Die Kalibration erfolgte mit der HPLC-Software. Für die Kalibration
wurden die Wellenlängen bei 210 nm (Absorption der Amidbindung im Peptid) und 280 nm
(Absorption des Indolringes), verwendet. Die Kalibration wurde regelmäßig überprüft und
gegebenenfalls erneuert. Als Referenz diente die Retentionszeit des Ampullosporins.
3.3. Fermentation von Ampullosporin
Peptonmedium,Flüssig Pepton-Agarmedium
Glycerin 5 ( - 30) g/L Glycerin 5 ( - 30) g/L
Glucose 30 (- 15) g/L Glucose 30 (- 15) g/L
Pepton 5 g/L Pepton 5 g/L
NaCl 2 g/L NaCl 2 g/L
Agar 1 g/L Agar 15 g/L
pH 7,0; (vor der Sterilisation im Autoklaven auf 7,5 einstellen)
3.3.1. Oberflächenkultivierung
In Petrischalen wurden ca 20 mL verflüssigtes Agarmedium gefüllt. Nach Abkühlen und
Erstarren des Mediums wurde mit einem Agarstückchen aus einer Vorkultur von S.
ampullosporum überimpft. Die Kultivierung erfolgte über zwei bis vier Wochen bei 24 °C.
3.3.2. Emerskultivierung
Die Anzucht von S. ampullosporum erfolgte durch Beimpfen von 100 mL Flüssigmedium in
500 mL-Erlenmeyerkolben mit den unter 3.3.1. beschriebenen Vorkulturen. Die
Standkulturen wurden zwei bis drei Wochen bei 24°C bebrütet.
3.3.3. Submerskultivierung
Die Inokulation erfolgte wie unter 3.3.2. beschrieben. Die Schüttelkultur wurde zwei bis drei
Wochen bei 24 °C und 110 U/min kultiviert.
3.3.4. Festbettkultivierung
S. ampullosporum wurde auf einem Getreidemix kultiviert. Diese Fermentation erfolgte in
Kooperation mit der Firma PROPHYTA GmbH. Das genaue Fermentationsverfahren kann
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deshalb hier nicht dargestellt werden. Prinzipiell wird der Organismus auf in dünnen
Schichten aufgeschüttetes, feuchtes und keimarmes Substrat aufgebracht. Danach wird zwei
bis drei Wochen ohne Aufmischung des Substrats fermentiert. Dann hat das Pilzmycel das
Medium völlig durchwachsen, und in dem Falle von S. ampullosporum färbte sich das
Substrat aufgrund der in den Aleuriosporen akkumulierten Anthrachinone leuchtend gelb.
3.4. Extraktion des Ampullosporins aus den Fermentationsmassen
Die Extraktion erfolgte jeweils aus den gesamten Ansätzen.
Bei der Oberflächen-Fermentation wurde der Pilz mit dem Agar in Bechergläser überführt
zerkleinert und mit Essigester überschichtet. Unter ständigem Rühren wurde einige Stunden
extrahiert , abfiltriert und über Na2SO4 getrocknet.
Die Emers- bzw Submerskultivierungsansätze wurden mit Essigester versetzt und einige
Stunden gerührt. Dann wurde die wässrige Phase im Scheidetrichter abgetrennt und
verworfen. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet.
Auch die Festbett-Fermentation wurde mehrere Stunden mit Essigester extrahiert, die
organische Phase abgetrennt und über Na2SO4 getrocknet.
3.5. Aufreinigung des Ampullosporins
Die Extrakte wurden im Vakuumrotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Rückstand
wurde in Petrolether aufgenommen und lipophile Bestandteile wurden durch Fällung
abgetrennt. Zurück blieb ein gelb gefärbter Rückstand.
Die weitere Aufreinigung und Isolierung erfolgte über eine Kieselgelsäule. Es wurde mit
einem Gradienten beginnend 100 % Chloroform, dann 95 / 5, 90 / 10, 80 / 20 und von 70 / 30
(v / v Chloroform / Methanol) eluiert und man erhielt ein fast chromatographisch reines
Produkt, dass aber noch gelblich gefärbt war.
Deshalb wurden weitere Reinigungsschritte angeschlossen. Zunächst wurde das
Rohampullosporin über eine Sephadex-LH-20-Säule aufgrund seiner Molekülgröße von
kleineren Begleitstoffen mit Methanol als Elutionsmittel abgetrennt.
Daran schloß sich eine isokratische präparative HPLC (HPLC 3b) an. Die Elution erfolgte mit
einem Gemisch von MeCN / H2O von 70 / 30 (v / v) bei einer Flußrate von 20 mL / min.
Zuletzt wurde das Ampullosporin aus MeCN umkristalisiert. Es wurde in heißem MeCN
gelöst. Aus der Lösung fiel beim Abkühlen weißes, halbkristallines Ampullosporin aus.
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Abb.3.5.1.: Aufreinigungsschema von Fermentationsansätzen von S. ampullosporum
3.6. Isolierung von natürlich vorkomenden Ampullosporin-Homologen
Der unter 3.5. gewonnene Ampullosporinkomplex wurde noch einmal über eine präparative
HPLC (HPLC 3b) aufgetrennt.
Die Bedingungen wurden nur leicht variiert. Die Elution erfolgte ebenfalls isokratisch mit 40








3.7. Strukturaufklärung der neuen Ampullosporine
Die Strukturaufklärung wurde mit Hilfe der verschiedenen Methoden der
Massenspektrometrie und der NMR-Spektroskopie durchgeführt. Die Bestimmung der
Konfiguration der Aminosäuren erfolgte mittels analytischer HPLC nach Derivatisierung des
Hydrolysats mit Marfey’s Reagenz.
3.7.1. Massenspektrometrie
1. FAB: Hochauflösendes doppelfokussierendes Sektorfeld-Massenspektrometer AMD 402
mit Direkteinlaßsystem, Ionisierspannung: 70 eV (AMD Intectra Harpstedt) FAB-Matrix:
3-Nitrobenzylalkohol, Cs-Ionenbeschuß
2. ESI-Triple-Quadrupol-Messungen: VG Quattro mit ESI-Quelle (VG Biotech Altrincham,
England), Eluent MeOH/H2O = 99 : 1; Flußrate: 15 µl/min, Temperatur 65 °C. Stoßgas
für CID-MS/MS-Untersuchungen: Argon.
3. ESI-Ion-Trap-Messungen: Benchtop-Massenspektrometer Finnigan LCQ (Finnigan
Bremen). Stoßgas für MSn-Messungen: Helium.
4. HRESI-MS: Hochauflösendes doppelfokussierendes Sektorfeld-Massenspektrometer
Finnigan MAT 95XL (Finnigan Bremen).
Zunächst wurden die Komponenten in ESI-MS sowohl im positiven als auch im negativen
Modus vermessen. Damit konnten aus den Quasimolekülionen die Molmassen der einzelnen
Ampullosporine bestimmt werden.
Zur Sequenzbestimmung aus der Genealogie der Fragmente wurden ESI-Tandem-MS und
MSn-Spektren aufgenommen.
Für die Bestimmung der Fragmente im niedermolekularen Bereich wurden FAB-Spektren
aufgenommen.
Die Präzisionsmessungen erfolgten mittels HRESI-MS.
23
3.7.2. Kernresonanzspektroskopie
Zur Absicherung der aus der Massenspektroskopie gewonnenen Daten wurden von den
Ampullosporinen B-D ein- und, sofern möglich, zweidimensionale NMR-Spektren
aufgenommen. Dazu wurden die Proben in deuteriertem DMSO gelöst.
Die Messungen erfolgten am NMR-Spektrometer Avance DRX 50 (Bruker, 500MHz).
3.7.3. Chiralitätsbestimmung [Kochar et al., 2000]
Da bis auf die Aib alle in den Ampullosporinen enthaltenen Aminosäuren chiral sind, wurde
die Konfiguration bestimmt.
Die Bestimmung erfolgt nach der Hydrolyse der Peptide durch Vorsäulenderivatisation mit
Marfey’s Reagenz und anschließender analytischer HPLC.
Hydrolyse
Chemikalien: Geräte:
HCL 1M und 0,1 M Thermoblock
Argon
Je 1 mg der Ampullosporine B-E wurden in Hydrolyseröhrchen mit 1 mL 1M HCl versetzt.
Anschließend wurde der Luftsauerstoff durch dreimaliges Evakuieren und Begasen mit Argon
vertrieben. Die Hydrolysen erfolgten in einem Thermoblock bei 120 °C für 24 h. Nach dem
Abkühlen wurde die Salzsäure in vacuo abdestilliert. Zur vollständigen Abtrennung der HCl
wurden die Rückstände je zweimal in je 1 mL Aqua bidest. aufgenommen und jeweils bis zur
Trockene eingeengt und schließlich in 1 mL 0,1 M HCl gelöst.
Derivatisierung mit 1-Fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-alaninamid (Marfey’s Reagenz)
Chemikalien: Geräte:
Marfey’s Reagenz: 1 g / 100 mL Aceton Heizblock
NaHCO3: 0,5 M HPLC 3a
DMSO: 50 %ig
HCl: 2 M
Standardaminosäurelösungen: je 1mg der D,L-Aminosäuren in 1 mL MeOH
Triethylamoniumphosphatpuffer, pH 3 (6,93 mL Triethylamin, 950 mL Wasser mit 85 %iger 
ortho-Phosphorsäure auf pH 3 einstellen auf 1 L auffüllen)
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Eluent A: Triethylamoniumphosphatpuffer, pH 3 / MeCN, 9 / 1 v / v
Eluent B: Triethylamoniumphosphatpuffer, pH 3 / MeCN, 5 / 5 v / v
Ein je ca 2 µmol Aminosäure enthaltendes Volumen der Proben bzw. des Standards wurde in
vacuo zur Trockene eingeengt, mit 40 µL der NaHCO3- Lösung vermischt und mit 80 µL der
Marfey’s-Lösung versetzt.
Die Lösung wurde 1 h bei 40 °C im Thermoblock erwärmt. Nach dem Abkühlen auf
Raumtemperatur wurden 10 µL HCl zugegeben und mit 2,37 mL der DMSO-Lösung auf 2,5
mL Meßlösungen aufgefüllt.
HPLC Parameter:
Flußrate: 1 mL / min
Detektionswellenlänge: 350 nm
Gradient:
t (min) 0 12 24 45 50
Konz B (%) 0 40 50 100 0
Die Zuordung erfolgte anhand der Retentionszeiten der Standards.
3.8. Bestimmung des Drehwertes
Die Drehwerte wurden an einem Propol Polarimeter der Firma Dr. Kernchen in
methanolischer Lösung vermessen.
3.9. Bestimmung der Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden mit der Schmelzpunktapparatur Büchi B-506 bestimmt.
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3.10. Vorläuferorientierte Biosynthese
3.10.1 Ermittlung eines optimalen sythetischen Mediums
Agarmedien:
Variante 16: Variante 17: 
Glucose 10 g/L Glucose 10 g/L
(NH4)2SO4  3,5 g/L (NH4)2SO4  3,5 g/L
KH2PO4  2,0 g/L KH2PO4  2,0 g/L
MgSO4 x 7H2O  0,5 g/L MgSO4 x 7H2O  0,5 g/L
ZnSO4 x 7H2O  0,008 g/L ZnSO4 x 7H2O  0,008 g/L
CaCO3   5,1 g/L
Variante 24: Variante 25:
Maltose 10 g/L Maltose 10 g/L
(NH4)2SO4  3,5 g/L (NH4)2SO4  3,5 g/L
KH2PO4  2,0 g/L KH2PO4  2,0 g/L
MgSO4 x 7H2O  0,5 g/L MgSO4 x 7H2O  0,5 g/L
ZnSO4 x 7H2O  0,5 g/L ZnSO4 x 7H2O  0,5 g/L 
CaCO3   5,1 g/L
Variante 26: Variante 27:
Maltose 20 g/L Maltose 20 g/L
(NH4)2SO4  3,5 g/L (NH4)2SO4  3,5 g/L
KH2PO4  2,0 g/L KH2PO4  2,0 g/L
MgSO4 x 7H2O  0,5 g/L MgSO4 x 7H2O  0,5 g/L
ZnSO4 x 7H2O  0,008 g/L ZnSO4 x 7H2O  0,008 g/L
CaCO3   5,1 g/L
alle Varianten mit 1,5 % Agar
Um ein optimales Produktionsmedium zu finden, wurde S. ampullosporum zunächst für 14
Tage auf den oben angegebenen Medien in Petrischalen kultiviert. Dann wurde das Wachstum
des Produzenten anhand von Mycelbildung und -farbe bewertet. Anschließend wurde die
Kultur mit Ethylacetat extrahiert. Der getrocknete Extrakt wurde dann in 1 mg/mL MeOH
gelöst, filtriert und zur quantitativen Bestimmung des Ampullosporingehaltes mittels
analytischer HPLC untersucht.
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3.10.2. Fütterung der Aminosäuren
Es wurden die Medien 16 und 24 verwendet, dabei wurde je einmal die Aminosäure als
einzige Stickstoffquelle oder (NH4)2SO4 als weitere Stickstoffquelle neben der zu prüfenden
Aminosäure zugesetzt.. Die Aminosäuren wurden als sterilfiltrierte Lösungen in einer
Konzentration von 1 mg / 20 mL dem Agar vor der Beimpfung mit S. ampullosporum
zugegeben. Nach zweiwöchiger Inkubation wurde extrahiert und der Extrakt in vacuo zur
Trockene eingeengt. Der Rückstand wurde quantitativ auf den Gehalt von Ampullosporin in
der analytischen HPLC untersucht. Der Nachweis auf den Einbau ampullosporinfremder
Aminosäuren oder veränderte Verhältnisse der im Peptaibol vorkommenden Aminosäuren
wurde mit ESI-MS anhand der berechneten Masseunterschiede zum natürlichen
Ampullosporin geführt.
3.11. Derivatisierung des Ampullosporins A
3.11.1. Abspaltung des Tryptophans durch N-Bromsuccinimid [Witkop, 1968]
Chemikalien:
N-Bromsuccinimid
Chloroform (redestilliert, d.h. mit Spuren von Wasser)
200 mg Ampullosporin wurde in redestilliertem Chloroform suspendiert. Zu der Suspension
wurden 6,8 mg NBS (3facher molarer Überschuß) gegeben und 1h bei Raumtemperatur
gerührt. Nachdem die Reaktionslösung  zur Trockene eingedampft war, wurde der Rückstand
in MeOH gelöst und über eine LH20-Säule gereinigt.
Nach der Aufreinigung wurden 19,2 mg Desacetyltryptophanyl-Ampullosporin erhalten. Das
entspricht einer Ausbeute von ca. 20 %.
3.11.2.Methylierung der Glutaminseitenketten [Meerwein , 1965]
Chemikalien: Geräte:









Das Ampullosporin wurde in Dimethoxyethan suspendiert und mit einem Tropfen DMSO in
Lösung gebracht, dann wurde das Silber-(II)-oxid zugegeben und 1 h gerührt. In diese Lösung
wurde das Methyliodid langsam zugetropft und über Nacht gerührt. Abschließend wurde die
Reaktionslösung unter Rückflußkühlung 2h zum Sieden erhitzt.
Der Niederschlag wurde abflitriert, und man erhielt eine hellgelbe Lösung, die zur Trockene
eingengt wurde. Die Reinigung erfolgte über präparative HPLC.
Das sechsfach methylierte Produkt konnte in einer Ausbeute von 3 % (8 mg) gewonnen
werden.
3.11.3. Reaktionen am C-Terminus







Es wurden 50 mg Ampullosporin A und 0,3 ml Acetanhydrid in 1 ml Pyridin gelöst und über
24 h bei RT gerührt. Zur Zerstörung des überschüssigen Acetanhydrids wurde die
Reaktionslösung mit 10 ml Wasser versetzt. Anschließend wurde dreimal mit Chloroform
ausgeschüttelt, die organischen Phasen vereinigt und in vacuo zur Trockene eingeengt. Nach
Vorreinigung über eine Sephadex LH-20 Säule wurde mittels HPLC das reine Produkt
gewonnen. Ausbeute: 32,6 mg (65 %).
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Alternativ wurde mit Dicyclohexylcarbodiimid und Essigsäure acetyliert. Dabei wurden 10
mg (0,006mmol) Ampullosporin A in trockenem Dichlormethan suspendiert und mit 6 mg
DCC (5facher molarer Überschuß) und 2 mg Eisessig (5facher molarer Überschuß) versetzt
und bei RT mit wenig DMAP als Katalysator 24 h gerührt. Die Reaktionslösung wurde zur
Trockene eingeengt und der Rückstand in MeCN gelöst. Die Reinigung erfolgte über
präparative HPLC.
Ausbeute: 4,8 mg (50 %).





50 mg (0,03 mmol) Ampullosporin A wurden in trockenem Dichlormethan suspendiert und
mit 35 mg (0,1 mmol) TPHB und 110 mg (0,4 mol) Triacetylglucal versetzt. Die Reaktions-
lösung wurde unter Schutzgasatmosphäre 48 h gerührt. Anschließend wurde das
Reaktionsgemisch mit gesättigter NaHCO3- und danach mit gesättigter NaCl-Lösung
ausgeschüttelt. Die organische Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, zur Trockene eingeengt
und in MeOH aufgenommen. Anschließend wurde das reine Produkt durch Gelpermeations-
chromatographie (Säulenpackung: LH-20) gewonnen.
Ausbeute: 58,3 mg (50 %)
3.12. Bestimmung der enzymatischen Stabilität
Chemikalien: Geräte:
Pepsin Thermoblock
Pronase HPLC 1, bzw 2a
Chymotrypsin
Ampullosporin A-Lösung (0,2 mg / mL in DMSO 10 %)
Kaliumchloridpuffer (KCl 0,1M / HCl 0,1 M 6 / 4 v / v)
Die Enzyme wurden analog der Herstellerangaben gelöst und auf den empfohlenen pH-Wert
eingestellt. Je 1 mL der Enzym- und der Ampullosporin-Lösung wurden gemischt und bei
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37°C im Thermoblock temperiert. Nach 1h, 3h und 12h wurde ein Aliquot abgenommen und
mittels HPLC und ESI-MS auf Abbauprodukte untersucht.
3.13. Röntgenkristall-Strukturanalyse von Ampullosporin A
Ampullosporin wurde in siedendes MeCN unter Rühren so lange zugegeben bis es sich
gerade nicht mehr sofort auflöste. Die Lösung wurde sehr langsam abgekühlt. Dabei fielen
Ampullosporinkristalle aus.
Die Röntgenstrukturanalyse wurde an einem Nonius KappaCCD Diffractometer mit graphit-
monochromatischer Mo- Kα -Strahlung vorgenommen. Die gemessenen Daten wurden von
Lorentz- und Polarisations-Effekten bereinigt [Anonymus, 1998; Otwinowski, 1997]. Die
Struktur wurde durch direkte Methoden (SHELX) [Sheldrick, 1990] bestimmt und mit der
Methode der kleinsten Quadrate gegen Fo2 verfeinert.(SHELX-97) [Sheldrick, 1997]. Die
Lage der Wasserstoffe der Amino- und Hydroxygruppen sowie der Wassermoleküle wurde
durch differentielle Fourier-Synthese bestimmt und isotropisch verfeinert. Alle anderen
Wasserstoffatome wurden aus den mit fixierten thermalen Parametern berechneten Positionen
eingeführt. Die Nicht-H-Atome wurden anisotrop verfeinert [Sheldrick, 1990]. Für die
Strukturdarstellung wurde die XP-Software (SIEMENS Analytical X-ray Instruments, Inc.)
benutzt.
Die Röntgenkristall-Strukturanalyse wurde von Herrn Dr. H. Görls, FSU Jena, durchgeführt. Die
kristallographischen Daten, Details der Datenaufzeichnung und dem Daten-Refinement von




MeCN Quarzküvette (1 mm)




Zunächst wurden 1 mM Stammlösungen in TFE von den Proben hergestellt. Zur Messung in
TFE wurden 80 µL der Stammlösungen mit 720 µL TFE gemischt. Somit erhielt man eine
etwa 0,1 mM TFE-Lösung.
Die Meßlösungen in MeCN wurden aus 80 µL Stammlösung und 720 µL MeCN hergestellt.
Die Lösungen in SDS wurden aus 80 µL Stammlösung und 80 µL Phosphatpuffer und 640 µL
SDS-Lösung hergestellt [Nguyen, 2002].
Die optische Rotation wurde mit D-Camphersulfonsäure bei 209,5 nm kalibriert [Johnson,
1990]. Drei Scans wurden jeweils mit einer Bandbreite von 2 nm und 20 nm / min bei 22 °C
pro Messung durchgeführt. Der Leerwert wurde mit den gleichen Lösungsmitteln bestimmt.
Durch HPLC-Messungen wurden die genauen Konzentrationen der Stammlösungen
bestimmt. Die Messung erfolgte unter den üblichen HPLC-Bedingungen, allerdings bei 280
nm (Absorption des Tryptophans).
3.15. Biologische Testung
3.15.1. Induktion der Pilzmorphogenese („Phomatest“)
Chemikalien:
Ampullosporin A Standard: 1 mg / mL
Prüflösungen: 1 mg / mL
Kulturmedium A (g/l): Malzextrakt 40, Hefeextrakt 4, Agar 15;




Schrägagarkultur mit Kulturmedium A oder B, 11 Tage bei 20 – 25 °C kultiviert,
anschließend bei 4 - 6 °C aufbewahrt, Überimpfung im 2-Jahresrhythmus.
Testagarmedium:
1:1 Mischung von Kulturagar A und Kulturagar B
Impfkultur/Testkeim:
Phoma destructiva wurde 11 Tage bei 20 – 25 °C auf Kulturmedium B in Petrischalen (100




Die Testmethode des Agardiffusionstestes wurde in Anlehnung an den standardisierten
Agardiffusionsassay des Europäischen Arzneibuches [Anonymus, 1997] variiert:
40 ml Testagarmedium wurden verflüssigt, auf 50 °C temperiert, mit 8 – 10 mL der Vorkultur
beimpft und anschließend in Testplatten (150 mm ∅) gegossen. Nach dem Erkalten wurden
12 Stanzlöcher (∅ 9 mm) mit einem Stempel auf der Platte gestanzt [Benett, 1966].
Jedes Testloch wurde mit 50 µL der zu prüfenden Lösung beschickt. Die so präparierten
Platten wurden 4 – 5 Tage bei 20 – 25 °C kultiviert.
Die Bewertung der sich konzentrationsabhängig ausbildenden schwarzbraunen/dunkelblauen
Halos von testpositiven Substanzen erfolgte qualitativ im Vergleich zur Standardlösung
Ampullosporin A. Die Ergebnisse wurden in Tabellenform zusammengefaßt. Der von der
Referenzsustanze verursachte dunkelgefärbte Halo wurde mit ++ bewertet und die
Prüflösungen dementsprechend beurteilt.






1 mg der zu prüfenden Substanz wurde in 0,1 mL 96%igem EtOH gelöst und mit isotonischer
NaCl-Lösung (0,9%) auf 1 mL aufgefüllt. Bei schlechter Löslichkeit wurde die Probe mit
einigen Tropfen Tween 20 in Lösung gebracht. Eine Dosis von 20 mg / kg b.w.
(Körpergewicht) wurde den männlichen Mäusen (Stamm NMRI, Zentrales Tierzuchtlabor,
Jena) intraperitoneal injiziert. Die Körpertemperatur wurde rectal mit einer Thermistorsonde
(Checktemp 1) gemessen. Die Messung der Körpertemperatur erfolgte in Abständen von 5
min, 30 min, 1 h, 3h, 5 h, 7 h und 24 h nach Gabe der Prüflösungen.
Bei einer Absenkung der Körpertemperatur von 0 – 2°C wurde die Testsubstanz als inaktiv,
bei Absenkung von 2 – 4°C als aktiv und bei Absenkung von > 4°C als stark aktiv bewertet.
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Zusätzlich wurden die Tiere im Hinblick auf Verhaltensänderungen beobachtet: Substanzen
mit neuroleptischem Potential vermindern die Bewegungsaktivität, inhibieren Reflexe und
senken den Muskeltonus [Basinath, 1990].
Diese Arbeiten wurden von Dr. Härtl und Mitarb. durchgeführt.
3.15.3. Radioligand-Bindungsassay
Die Untersuchung auf die Affinität des Ampullosporins zu den Dopamin-Rezeptoren D1 und
D2 ist von Prof. Lehmann und Mitarbeitern, FSU Jena, durchgeführt worden. Eine
Beschreibung der Methode liefern Witt et al. [2000].
Der Einfluß von Ampullosporin auf MK-801 induzierte motorische Stimulation bei Ratten
wurde von Prof. Greksch und Mitarb., Otto-v-Guericke-Universität Magdeburg, durchgeführt.
Es wurde eine Dosis von 5 mg / kg b.w. Ampullosporin A nach Gabe von 0,3 mg / kg b.w.
MK-801 verabreicht. Danach wurde die lokomotorische Aktivität der Tiere gemessen.
Der Einfluß des Ampullosporins A auf Ketamin-induzierten Psychosen wurde ebenfalls von
Prof Greksch und Mitarb. untersucht. Hierbei wurde das Sozialverhalten von Ratten mit einer
solchen Psychose nach der Gabe von 5 mg / kg b.w. Ampullosporin A beobachtet.
3.16. Messung der Membranaktivität
Chemikalien:
Phosphatidylcholin aus Sojabohnen (Sigma), 20mg / mL n-Heptan
KCl, 0,5 M, aus bidestiliertem Wasser
Stammlösungen: 1mg /mL MeOH
Apparatur: hausintern
Software: EDR for Windows V2.3, 1997-2002 Strathclyde Electrophysiology Software,
Dempster, U.K.
PC input: AT-MIO-16X card, National Instruments
Durchführung
Die Messung der Ionenkanalaktivität erfolgte an künstlichen BLM. Kern der Apparatur ist die
Meßzelle mit einem Zylinder mit einer 0,05 mm großen Öffnung für die Membran. Auf
beiden Seiten der BLM befand sich je eine Elektrode, die in der Art einer Wheatstone’schen
Brücke angeschlossen waren (s. Abb 3.16.1).
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Die angelegte Spannung wurde auch beim Stromfluß konstant gehalten („Voltage-clamp-
technique“). Die Aufzeichnung erfolgte entweder durch einen XY-Schreiber oder
rechnergestützt.
In das Reaktionsgefäß wurden etwa 20 mL der 0,5 M KCl-Lösung eingefüllt und mit dem
jeweiligen Volumen der Probe versetzt. Dann wurde 5 min gerührt. Danach wurde 1 mL der
Lösung in den im Reaktor stehenden Teflonzylinder gefüllt. Mit Hilfe einer 10 mL
Eppendorfpipette, bei der die Spitze im vorderen Drittel abgeknickt war, wurde am Loch des
Zylinders mit möglichst wenig Lecithin-Lösung die BLM plaziert („bubble-technique“).
Durch lichtmikroskopische Kontrolle („black spot“) und Messung der Membrankapazität
wurde die Qualität der Membran überprüft. Der Mindestwert der Kapazität lag bei etwa 80
µS. Es wurde jeweils nach genau 10 min die Leitfähigkeit gemessen. Vor jeder Meßreihe
wurde ein Leerwert bestimmt. Jede Messung wurde zwei bis dreimal wiederholt.
Zur Reinigung der Gefäße wurde mit bidestilliertem Wasser mehrmals gewaschen. Die
Gefäße wurden im Trockenschrank getrocknet. Zu Beginn einer jeden Meßreihe wurden die
Reaktionsgefäße mit HNO3 conc. von evtl. Rückständen vollständig befreit.








4. Ergebnisse und Diskussion
4.1. Fermentation und Gewinnung von Ampullosporin A
Für den Labormaßstab bieten sich die Fermentation in Petrischalen oder in Flüssigmedien in
Schüttelkolben an (s. Abb. 4.1.1).
Wie bei vielen anderen mycelbildenden Organismen, war es anfänglich schwierig S.
ampullosporum unter den Bedingungen der Produktbildung zu kultivieren [Reiber, 2003,
Schügerl et al., 1998].
Es konnten auf den Agarplatten und in der Emerskultur bis maximal 10 mg/L Ampullosporin
gewonnen werden. Die Schüttelkultur erwies sich als deutlich schwieriger. Zumeist war keine
Produktion von Ampullosporin zu beobachten.
In einer Arbeit zur Fermentation von Ampullosporin [Reiber, 2003] konnten die Ausbeuten
von Ampullosporin bei Submerskultur im 30 L-Fermenter auch nicht gesteigert werden. Es
wurden maximale Produktionsraten von 15 mg / mL erreicht.
Die Feststoff-Fermentation (SSF) konnte bei der Kultivierung von Pilzen in vielen Fällen die
Ausbeute an Metaboliten erhöhen [te Biesebeke et al., 2002; T. Robinson et al., 2001].
Deshalb und weil sie für filamentös wachsende Pilze, wie dem S. ampullosporum, bereits
erfolgreich durchgeführt worden ist [Mitchell et al., 2002], wurde der Produzent auch mit
dieser Methode kultiviert.
Das Substrat war nach zwei bis drei Wochen vollständig vom Pilz durchwachsen und
aufgrund der in Sporen akkumulierten Anthrachinone leuchtend orange gefärbt (Abb. 4.1.1).
Es konnten 0,4 g Ampullosporin / kg Trockensubstrat gewonnen werden. Allerdings war
aufgrund mitextrahierter Substratbestandteile die Aufreinigung aufwendiger als bei den
anderen Fermentationsmethoden.
Die SSF ist trotzdem eine preiswerte und effiziente Methode, um hohe Ausbeuten an
Ampullosporin zu erzielen, auch wenn die Fermentationsbedingungen weniger gut
einzustellen und zu kontrollieren sind als bei Submersfermentationen [T. Robinson et al.,
2001].
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Abb. 4.1.1: oben links S. ampullosporum in der Feststoff-Fermentation, rechts in einem
Flüssigmedium und unten links auf einer Agarkultur. Die Farbe der Sporen ist jeweils gut zu
erkennen. In den ersten beiden Kulturen ist auch noch etwas unversportes weißes Mycel zu
vorhanden.
4.2. Isolierung des Ampullosporins
Die Aufarbeitung des Pilzextraktes erfolgt aufgrund des physikalisch-chemischen Verhaltens
nach den Literaturangaben [Ritzau et al., 1997]. Durch den acetylierten N-Terminus und den
hohen Gehalt an Aib hat das Molekül einen hohen lipophilen Anteil. Dagegen sind die
Glutaminseitenketten und der Alkoholrest hydrophil, so dass Ampullosporin mittelpolar ist
und sowohl in lipophilen Lösungsmitteln (Hexan, Chloroform) als auch in Wasser schlecht
bzw. unlöslich ist. Gut löslich ist es in Methanol.
In der Adsorbtionschromatographie an Kieselgel mit Chloroform / Methanol-Gradienten wird
Ampullosporin bei einem Chloroform-MeOH-Verhältnis von 7 / 3 eluiert.
Die anschließende Gelpermeationschromatographie trennt Ampullosporin von den Begleit-
stoffen aufgrund seiner Molekülgröße ab. Sephadex LH20 ist eine übliche präparative Trenn-
methode in der Naturstoffchemie, da sie schnell, verlustarm und effizient ist [Henke, 1994].
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Ampullosporin wird als erste Substanz eluiert und ist nach diesem Aufarbeitungsschritt fast
rein. Allerdings ist es noch leicht gefärbt, was vor allem auf mitextrahierte Anthrachinone und
Substratbestandteile, insbesondere bei der SSF-Methode, zurückzuführen ist.
Die abschließende präparative HPLC diente zur Abtrennung der letzten Verunreinigungen.
Ein rein weißes Produkt konnte durch Umkristallisation aus MeCN erhalten werden.
4.3. Auftrennen des Ampullosporinkomplexes
Bei genauer Betrachtung des HPLC-Chromatogramms fiel eine Gruppe von Peaks vor dem
Peak des Ampullosporins A auf. Da aufgrund der Biosynthese und dem Vergleich mit
anderen Peptaibolen die Existenz eines mikroheterogenen Komplexes von Ampullosporinen
wahrscheinlich erschien, wurde dieser Gruppe genauer untersucht. Die LC-MS-Analyse
ergab, dass es sich um Homologe mit jeweils 14 Masseeinheiten Unterschied zum
Ampullosporin A handelte (Abb. 4.3.2). Durch Variation der mobilen Phase in der
präparativen HPLC konnten vier weitere, zeitlich früher als die Hauptfraktion eluierende
Fraktionen getrennt werden (s. Abb. 4.3.1). Es konnten aus einem Gramm Ampullosporin 22,
34, 29 bzw. 16 mg der Nebenfraktionen gewonnen werden.
Abb. 4.3.1: Chromatogramm der präparativen HPLC. Hervorzuheben sind die vier Fraktionen
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( M + H ) +




Frak t i on  e
.
Abb.4.3.2: LC-ESI-MS des Rohampullosporins. Zusätzlich zum [M+H]+-Peak des Amp. A sind Fraktionen mit kleineren Molmassen erkennbar.
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4.4. Strukturaufklärung der Nebenkomponenten
4.4.1. Massenspektroskopische Methoden
4.4.1.1 Allgemeine Bemerkungen zur Massenspektrometrie
Für die Strukturaufklärung von Biomolekülen und insbesondere von Peptiden ist die moderne
Massenspektrometrie die Methode der Wahl [Gräfe, 2001; Degenkolb, 2003]. Sie ist hin-
reichend genau, schnell und vergleichsweise leicht auszuwerten.
Die Summenformel eines Moleküls kann mit der hochauflösenden Massenspektrometrie (HR-
MS) bis zu einem Molgewicht von 5000 Da [Lehmann, 1996] bestimmt werden.
Diagnostische Fragmentionen liefern Hinweise auf funktionelle Gruppen. Hervorzuheben ist
die Tatsache, dass bei der Strukturaufklärung von Peptiden mit Hilfe der MS/MS und MSn die
Aminosäurensequenz aufgeklärt werden kann [Gräfe, 2001].
Durch die Tandem MS bzw MSn ist es möglich die Fragmente, die bei den hochenergetischen
Ionisierungsmethoden wie EI und FAB in einem Spektrum sind, zu trennen und dadurch sehr
viel einfacher auszuwerten.
Peptide fragmentieren vornehmlich an den Peptidbindungen. So kann aus der schrittweisen
Fragmentierung eines Peptids, dessen Aminosäurensequenz aus dem Massenunterschied
bestimmt werden.
Die Fragmente werden nach Biemann, angelehnt an Roempstorff & Fohlmann, 1984
klassifiziert [Biemann, 1992].
Der Bindungsbruch kann zwischen dem α-C-Atom und dem Carbonyl-C-Atom, zwischen
dem Carbonyl C und dem n+1 –Stickstoff oder zwischen dem n+1-Stickstoff und dem n+1 α-
Kohlenstoff erfolgen. Verbleibt die Ladung bei der Spaltung am N-terminalen Fragment so
werden die entsprechenden Fragmente als a-, b- bzw. c-Typ klassifiziert; verbleibt sie
hingegen am C-Terminus, werden die entstehenden Fragmente entsprechend mit x, y und z
bezeichnet. Ist der Bindungsbruch von einer Wasserstoff-Übertragung begleitet, wird jedes
übertragene Atom durch einen Strich – symbolisiert, befindet sich dieser auf der linken Seite,
bedeutet dies einen Verlust eines Atoms; auf der rechten Seite hingegen ein zusätzliches
Atom (Abb. 4.4.1.1).
Meist erfolgt bei Peptiden eine Fragmentierung nach dem b-Typ, weil so die positive Ladung
am Stickstoff stabilisiert wird [Degenkolb et al., 2003].
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H2N . . .CHRn — CO — NH — CHR n+1 . . . COOH
a n b n c n
y px p z p
Abb. 4.4.1.1: Nomenklatur bei der Peptidfragmentierung [nach Biemann, 1992]
4.4.1.2. Auswertung der MS
In den Fraktionen b-d wurden Quasimolekül-Ionen der Masse 1608 [M+H]+ detektiert, in der
Fraktion e m/z 1594 [M+H]+. Diese Masseunterschiede deuteten auf fehlende Methylen-
gruppen hin (s. Abb. 4.3.2). Zur Bestätigung dieser Hypothese wurden die Fraktionen mittels
MS/MS und MSn analysiert.
Diese Messungen ergaben, dass in den Fraktionen b-d jeweils ein Aib-Rest gegen ein Alanin
ausgetauscht ist und zwar in den Positionen 8, 9 und 10.
Diese neuen Homologen des Ampullosporins A sind Positionsisomere und wurden mit B
(Austausch in Position 8), C (in Position 9) und D (in Position 10) bezeichnet (s. Abb. 6.2.1-3
u. Tab. 4.4.1.1).
Die Fraktion e fiel bei dieser Untersuchung auf, da kein einheitliches Fragmentierungsmuster
in der MSn zu beobachten war. Vielmehr handelte es sich um ein Gemisch mehrerer
Positionsisomere der Masse 1594 [M+H]+. Hier zeigt sich die Leistungsfähigkeit der Methode
zur Strukturaufklärung, da die Aminosäuresequenz der verschiedenen Positionsisomere zuge-
ordnet werden konnte (s. Abb. 6.2.4 und 5).
Es sind jeweils zwei Aib-Reste gegen Alanin ausgetauscht und zwar an den Positionen 8-10
und 13. Zur Sequenz der Ampullosporine E1- E4 s. Tab. 4.4.1.1.
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Tab. 4.4.1.1: Sequenz der neuen Ampullosporine B, C, D und E1-E4
Amp/Pos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
B Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Ala Aib Aib Gln Leu Aib Gln Leuol
C Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Aib Ala Aib Gln Leu Aib Gln Leuol
D Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Aib Aib Ala Gln Leu Aib Gln Leuol
E1 Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Ala Aib Aib Gln Leu Ala Gln Leuol
E2 Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Ala Ala Aib Gln Leu Aib Gln Leuol
E3 Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Aib Aib Ala Gln Leu Ala Gln Leuol
E4 Ac-Trp Ala Aib Aib Leu Aib Gln Ala Aib Ala Gln Leu Aib Gln Leuol
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4.4.2. Kernresonanzspektroskopie
Zur Absicherung der mit Hilfe verschiedener massenspektrometrischer Methoden (siehe
4.4.1.) gewonnenen Sequenzen der Ampullosporine B-D wurde die Struktur der Substanzen
durch NMR-Spektroskopie bestätigt. Die Ampullosporine C und D wurden sowohl mit ein-
als auch mit zweidimensionalen Methoden analysiert. Durch 1H 1H –COSY, HSQC, HMBC
und NOESY- Korrelationen konnten die 1H und 13C-Signale zugeordnet werden.
Ampullosporin B wurde wegen der geringeren Ausbeute nur eindimensional vermessen. Hier
erfolgte die Zuordunung der NMR-Signale durch den Vergleich mit den bekannten Spektren
der Ampullosporine A, C und D und mithilfe der ACD-Software [1999], die NMR-Spektren
berechnet. Zur Zuordnung s. Tab. 6.3.1-3.
4.4.3. Bestimmung der Chiralität der Aminosäuren
Da NRPS-Systeme auch D- Aminosäuren in die Sequenzen einzubauen vermögen [Traber et
al., 1982], erwies sich eine Chiralitätsbestimmung der Aminosäuren  der Ampullosporine B-E
als notwendig. Hierfür ist die Derivatisierung mit 1-Fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-alaninamid
die Methode der Wahl, da:
§ die Umsetzung leicht durchzuführen ist und die entstehenden Diastereomere bei
entsprechend kühler Lagerung (4 °C) über Monate stabil sind;
§ die Trennung der entstandenen Diastereomere an den vorhandenden HPLC-Anlagen
mit handelsüblichen RP-Säulen durchgeführt werden kann,
§ die Detektion aufgrund der verwendeten Wellenlänge von 340 nm nur wenig durch
andere Begleitsubstanzen gestört wird [Kochar et al., 2000].
Hinzu kommt, dass die Empfindlichkeit der Methode bis in den subnanomolaren Bereich
reicht. Somit kann auch die Chiralität des Tryptophans bestimmt werden, das bei der sauren
Hydrolyse teilweise zerstört wird [Kochar et al., 2000].
Die Analyse ergab, dass in allen Homologen nur die L-Enantiomere vorlagen (s. Tab. 4.4.3.1)
Tab. 4.4.3.1: Retentionszeiten der Standardaminosäuren
Aminosäure Retentionszeit tR der Ampullosporine B-E
L-Ala 12,6 12,5 12,6 12,7 12,7
D-Ala 15,4
L-Gln 27,8 27,8 27,8 27,6 27,8
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D-Gln 33,1
L-Leu 25,1 24,9 25,0 24,9 24,8
D-Leu 32,5
L-Trp 25,6 25,6 25,6 25,6 25,4
D-Trp 30,4
4.5. Vorläuferorientierte Biosynthese
4.5.1 Allgemeine Bemerkungen zur gerichteten Biosynthese
Bei der vorläuferorientierten bzw. gerichteten Biosynthese (precursor orientated directed
biosynthesis) wird dem Organismus ein bestimmter Baustein oder sehr ähnlicher Baustein des
von ihm produzierten Stoffes im Überschuß angeboten. Man erhofft sich dadurch die
Lenkung hin zu einem Hauptprodukt oder die Produktion eines neuen, abgewandelten Stoffes.
Dies ist nur bei genügend hoher Substrattoleranz möglich. Bei der normalen ribosomalen
Synthese von Sekundärmetaboliten liegt eine hohe Substratspezifität vor. Bei der Synthese
über den nichtribosomalen Weg, wie hier beim Ampullosporin, ist hingegen ein Einbau von
Bausteinanaloga prinzipiell möglich.
Für Peptaibole bzw Lipoaminopeptide ist die gerichtete Biosynthese bei den Produzenten
Trichoderma harzianum, T. longibrachiatum, Tolyplocadium geodes und Mycogone rosea
erfolgreich durchgeführt worden. Dabei wurde sowohl die Produktion auf ein Hauptprodukt
gelenkt als auch neue Peptaibole gewonnen [Leclerc, 1998; Krasnoff et al. (b), 1991,
Degenkolb, 2000].
Diese erfolgreich durchgeführten Versuche zur vorläuferorientierten Biosynthese gaben
Anlaß zu der Hypothese, dass auch das Produktspektrum des Ampullosporinkomplexes
verändert werden könnte.
4.5.2. Gerichtete Biosynthese
Die Ermittlung eines optimalen synthetische Mediums ergab, dass S. ampullosporum bei der
Anwesenheit von Calciumcarbonat, das zur Abpufferung des Mediums während des
Wachstums dienen sollte, nicht wächst. Außerdem produziert es bei der Zugabe von Glucose
statt des Disaccarids Maltose etwas mehr Ampullosporin. Ob diese erhöhte Produktion
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signifikant ist wurde nicht weitergehend untersucht (s. Tab 4.5.2.1.). Die gerichtete
Biosynthese wurde mit dem Glucosemedium ohne Calciumcarbonat durchgeführt.
Tab. 4.5.2.1.: Wachstum und Produktionsrate der verschiedenen Kunstmedien, -: kein
Wachstum, +: mäßiges Wachstum, ++: gutes Wachstum, +++: sehr gutes Wachstum
Medium Wachstum Ampullosporingehalt
Variante 16 ++, gelbes Mycel 8,2 µg/mL
Variante 17 - -
Variante 24 ++, gelbes Mycel 1,3 µg/mL
Variante 25 - -
Variante 26 +++, gelbes Mycel 3,6 µg/mL
Variante 27 - -
Tab 4.5.2.2.: Supplementierte Aminosäuren und dadurch erwarteter Effekt.
D,L-Isovalin Ersatz von L-Ala bzw Aib
L-Glutaminsäure Ersatz von L-Gln
L-Tryptophan Produktionssteigerung
L-Tyrosin Ersatz von L-Trp
D,L-Phenylalanin Ersatz von L-Trp
L-Asparagin Ersatz von L-Gln
Aib Ersatz von L-Ala, Produktionssteigerung
L-Alanin Ersatz von Aib
D,L-Valin Ersatz von L-Ala bzw. Aib
5-OH-L-Tryptophan Ersatz von L-Trp
5-F-L-Tryptophan Ersatz von L-Trp
In der obigen Tabelle sind die erhofften Effekte durch die Zugabe der Aminosäuren
aufgelistet. Es konnte in keinem Fall ein Einbau der zugesetzten Aminosäuren festgestellt
werden. Allerdings wurden unterschiedlich hohe Produktionsraten des Ampullosporins A
beobachtet. Mit der Zufütterung der Aminosäuren 5-OH-Tryptophan, Glutaminsäure und Aib
konnte die Ausbeute an Ampullosporin gegenüber der normalen Fermentation gesteigert
werden. Mit Tryptophan und L-Valin wurde eine übliche Produktionsrate erreicht. Mit den
Aminosäuren L-Alanin und L-Asparagin wurde die Produktion wesentlich vermindert. 5-F-
Tryptophan wirkte als Wachstumsinhibitor (s. Tab. 4.5.2.3.).
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Tab 4.5.2.3: Wachstum von S. ampullosporum und Ausbeuten an Ampullosporin bei der
gerichtete Biosynthese. Medien: X: ohne Zusatz von (NH4)2SO4, Y: mit Zusatz von














D,L-Isovalin xxx 43 o 5,0 0 Xxx 18 o-w 3,0 0
L-Glutaminsäure xx 35 w-g 2,5 330 Xx 4 w-g 3,0 190
L-Tryptophan x 2 o 3,5 56 Xx 1 o 3,0 100
L-Tyrosin (x) 4 w 2,0 0
D,L-Phenylalanin (x) 7 w 1,5 17
L-Asparagin Xxx 46 br 3,5 16
Aib Xxx 31 w 3,0 515
L-Alanin X 4 w 3,5 0
D,L-Valin X 4 w-o 2,5 135
5-OH-L-Trp xxx 44 w-br 79
5-F-L-Trp - - - - -
4.6. Derivatisierung des Ampullosporins A
Durch die HPLC-Auftrennung des Ampullosporin-Komplexes konnte die Variationsbreite
innerhalb der Aminosäurensequenz von Ampullosporin vergrößert werden. Wie oben
dargestellt, konnten sieben neue Sequenzen strukturell aufgeklärt werden. Da aber die
Ampullosporine E1-E4 nicht getrennt werden konnten, reduziert sich die Anzahl der
biologisch untersuchbaren neuen Sequenzen auf drei, die Ampullosporine B-D.
Aufgrund der aus der Kristallstruktur gewonnenen Daten und theoretischer Überlegungen zur
biologische Wirkung und der Membranaktivität wurde Ampullosporin zielgerichtet
modifiziert.
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4.6.1 Abspaltung des Tryptophans
Aromatische Aminosäuren wie das Tryptophan gelten als Anker an der Phasengrenze
Membran-Umgebung bei membranaktiven Substanzen wie den Ampullosporine [Yau et al.,
1998; Killian et al., 2000].
Aus diesem Grund wurde mit einer spezifischen Reaktion das Tryptophan abgespalten.
N-Brom-Succinimid wird in der Literatur als spezifische Spaltungsreagenz für Tryptophan
beschrieben, da es am Indolring angreift [Bodanzky et al., 1993]
Meist wird NBS als Bromierungsreagenz eingesetzt. Dabei reagiert es als Brom-Radikal, und
es muß mit wasserfreien Lösungsmitteln gearbeitet werden. Die Abspaltungsreaktion verläuft
aber unter radikalischem Charakter, und Spuren von Wasser lenken vom Bromradikal zum
positiven Bromoniumion [Horner et al., 1959]. Daher musste mit Lösungsmitteln gearbeitet
werden, in denen Spuren von Wasser enthalten waren.
Es handelt sich um eine Sn2-Reaktion. Der Reaktionsmechanismus ist in Abb. 4.6.1.1
dargestellt.
Der Strukturbeweis erfolgte durch ESI-MS, MSn (s. Abb. 6.2.6 und Tab. 6.2.10) und NMR
(s.Tab. 6.3.4). Zur biologischen Wirkung siehe unten. Dieses Produkt erhält die Bezeichnung
NMK006.
Abb. 4.6.1.1: Zunächst lagert sich das Br+ an die Doppelbindung an, dann greift der
Carbonylsauerstoff des Alanins an der Position 3‘ an, und es kommt zum Ringschluß. Durch













































4.6.2. Methylierung der Glutaminseitenketten
Aus der Kristallstruktur des Ampullosporins A ist zu erkennen, dass die Moleküle
untereinander über Wasserstoffbrücken zwischen den Glutaminseitenketten verknüpft sind.
Diese Wasserstoffbrücken können auch in der Membran zur Stabilisierung der Poren
ausgebildet werden.
Die Blockierung dieser funktionellen Gruppen sollte demzufolge eine veränderte Wirkung
bedingen. Dazu wurden die Stickstoff-Atome der Säureamide methyliert.
Dafür musste eine sehr milde Methode entwickelt werden, da nur die Stickstoff-Atome in den
Seitenketten und nicht die der Peptidkette methyliert werden sollen. Die üblichen
Umsetzungen mit Metallhydriden erwiesen sich als zu drastisch. Methylierungen mit
Silberoxid als Base und Methyliodid als Methylierungsreagenz werden in der Zuckerchemie
häufig eingesetzt [Reinfeld et al., 1971, Kuhn et al., 1955].
Auch Ampullosporin konnte mit dieser Methode erfolgreich methyliert werden. Sie ist somit
nicht nur für Zucker sondern auch für Peptide als milde Methylierungsreaktion geeignet.
Es konnte jedoch kein einheitliches Produkt gewonnen werden. Auch die Variation von
Temperatur, Reaktionszeit und Konzentration der Reaktanden brachte keine Lenkung zu
einem einheitlichen Produkt. Die verschiedenen Methylierungsgrade von zweifach bis
achtfach konnten mittels der ESI-MS nachgewiesen werden (Abb. 4.6.2.1).
Durch mehrmaliges Aufreinigen über präparativer HPLC konnte das sechsfach methylierte
Derivat als Hauptkomponente gewonnen werden.
Der Strukturbeweis erfolgte über MS und MSn (s. Abb 6.2.9 und Tab. 6.2.10). Das Produkt ist
am Glutamin 7 und 11 zweifach am Glutamin 14 einfach und am Leucinol 15 O-methyliert (s.
Abb. 4.6.2.1). Dieses Produkt erhält die Bezeichnung NMK012.























































Abb. 4.6.2.2: ESI-MS des Produktgemisches der Methylierungsreaktion. Man erkennt den
Berg der Methylierungsprodukte rund um das sechsfachmethylierte Hauptprodukt.
[M+Na]+ = 855, dreifach; [M+Na]+ = 861, vierfach; [M+Na]+ = 870, fünffach; [M+Na]+ =
877, sechsfach; [M+Na]+ = 885, siebenfach; [M+Na]+ = 891, achtfach methyliert
4.6.3. Reaktionen am C-Terminus
Ampullosporin ist für ein membranaktives Agens relativ kurz. Durch zielgerichtete
Modifikationen am C-terminalen Alkohol sollte versucht werden, die Porenbildungsaktivität
zu steigern..Desweiteren kann die Polarität des Ampullosporins durch geeignete Chemikalien,
wie zum Beispiel Zucker, verändert werden. Dies ist wichtig, da Ampullosporin schlecht
wasserlöslich ist, was einer therapeutischen Anwendung im Wege steht.
4.6.3.1 Veresterung mit Essigsäure
Die Veresterung der Alkoholgruppe mit Acetanhydrid bzw. DCC dienten als Modell-
reaktionen. Die Umsetzung mit Acetanhydrid ist eine klassische Methode zur Veresterung
von Alkoholen [Beyer & Walter, 1991].
Die Kopplungsreagenz DCC ist aufgrund der milden Bedingungen weitverbreitet und wird in
der Peptidsynthese routinemäßig eingesetzt [Fieser, 1980].
Mit beiden Methoden konnte das Acetat in ähnlichen Ausbeuten erhalten werden. Der
Strukturbeweis erfolgte durch ESI-MS, MSn (s. Abb. 6.2.7 und Tab. 6.2.10) und NMR (s.
Tab. 6.3.5). Dieses Produkt erhält die Bezeichnung NMK010.
4.6.3.2 Glycosidierung des C-Terminus
In der Literatur sind einige Glykosidierungsreaktionen beschrieben. Die bekannteste ist
sicherlich die Koenigs-Knorr-Reaktion. Sie hat einige Nachteile, so verläuft die
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Halogenierung der Zucker nur unter sehr drastischen Bedingungen und erfordert
Schwermetallsalze als Katalysatoren, die nachträglich nur sehr schwer restlos zu entfernen
sind und falsch positive Wirkungen in Biotests zur Folge haben können [Schmidt, 1986;
Paulsen, 1982]. Eine Alternative ist die Glycosidierung mit Glucalen. Hierbei erhält man 2-
Desoxyzucker, ein in der Natur häufiges Strukturmerkmal [Sabesan, 1991]. Glucale haben
aufgrund der Doppelbindung  zwischen C1 und C2 Vinylethereigenschaften. Elektrophile
Reaktionen finden am C2-Atom statt, während Nucleophile am C1 angreifen und
Glycosidierungen durch Sn2-Reaktion des Aglycons ersetzt werden. Die Reaktion erfolgt mit
dem Katalysator TPHB, dabei addiert Hydrobromid an die Doppelbindung des Glucals, im
zweiten Schritt wird das Bromid durch das Aglykon ersetzt. Diese Reaktion läuft schon bei
mildesten Bedingungen ab [Krüger-Velthusen, 2003 ; Bolitt, 1990].
Die Umsetzung des Ampullosporins A mit Triacetylglucal konnte erfolgreich durchgeführt
werden und man erhielt das säurelabile O-Glycosid. Der Strukturbeweis erfolgte durch ESI-
MS, MSn (s. Abb. 6.2.8 und Tab. 6.2.10) und NMR (s.Tab. 6.3.6). Das Produkt erhält die
Bezeichnung NMK011.
Zur biologischen Wirksamkeit der Derivate siehe Kapitel 4.9. und 4.10.
Abb. 4.6.3.2.1: Struktur des Triacetylglycosids des Ampullosporins A
4.7. Bestimmung der enzymatischen Stabilität von Ampullosporin A
Biologisch aktive Peptide sind in ihrer Wirksamkeit durch proteolytischen Abbau begrenzt
[Dixon et al., 1990]. Deshalb wurde die  in vitro-Stabilität von Ampullosporin A gegenüber
Proteasen getestet.
Die Pankreasprotease Chymotrypsin hydrolysiert aromatische Aminosäuren spezifisch an der
Carboxylgruppe der peptidischen Bindung [Voet & Voet, 1992]. Ampullosporin sollte daher


























































der Einfluß der Acetylgruppe auf die Stabilisierung des Ampullosporins gegen proteolytschen
Abbau untersucht werden.
Pepsin, eine Endopeptidase des Verdauungstraktes, hydrolisiert Peptide weniger spezifisch,
greift aber auch bevorzugt hydrophobe Reste, die im Peptid an der Position Rn stehen, an
[Voet & Voet, 1992; Elliot & Elliot, 1997]. Im Ampullosporin sind das vor allem die
Leucinreste. Diese haben jeweils mit Rn-1 einen Aib-Rest als Nachbarn. Hiermit kann also der
Einfluß der nichtproteinogenen Aminosäure untersucht werden.
Pronase ist ein Gemisch verschiedener proteolytischer Enzyme. Damit wurde abschließend
die allgemeine Stabilität bestimmt.
Mit keinem der Enzyme konnte Ampullosporin A hydrolysiert werden. Sowohl die
Acetylierung am N-Terminus als auch die Aib-Einheiten verhindern den Angriff durch
Proteasen.
Dieses Ergebnis konnte auch durch die Digestion des Ampullosporins mit Leberhomogenat
bestätigt werden. Hierbei wurde die proteolytische Stabilität von Ampullosporin A und
synthetischen Analoga, denen die Acetylgruppe fehlten bzw. die Aib-Reste gegen L-Alanin
ausgetauscht waren, untersucht. Die beiden Analoga wurden durch das Leberhomogenat
gespalten, während das Ampullosporin nicht hydrolysiert wurde [Nguyen, 2003 (a); Nguyen
et al., 2002].
4.8. Kristallstruktur von Ampullosporin A
Kristallpackung
Die Ampullosporinmoleküle sind im Kristall antiparallel angeordnet und Kopf-Schwanz
verknüpft (s. Abb. 4.8.1). Eine asymmetrische Einheit besteht aus einem einzigen Molekül.
Zusätzlich sind noch je Ampullosporinmolekül ein Acetonitril- und zwei Wassermoleküle im
Kristall gebunden.
Die head-to-tail-Verknüpfung besteht aus drei Wasserstoffbrücken (s.Tab 4.8.1). Die eine
verbindet das Rückgrat-NH des Ac-Trp1 mit dem Rückgrat-CO des Gln14. Die beiden
anderen, etwas schwächeren bestehen zwischen dem Ala2 bzw dem Aib3 und der
Carbonylgruppe der Seitenkette des Gln14.
Die weiteren intramolekularen Wasserstoffbrücken (Nε(Gln7) / O(Ac0); Nε(Gln11) / O(Aib10);
Nε(Gln14) / Oε(Gln7); Nε(Gln14) / Oε(Gln11) ordnen benachbarte Moleküle antiparallel. Dabei
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sind zwei benachbarte Moleküle aufgrund dieser H-Brücken deutlich versetzt zueinander
angeordnet (s. Abb. 4.8.1)
Abb. 4.8.1: Stereo view der Kristallpackung von Ampullosporin A. Man sieht zwei
antiparallele Stränge mit je zwei Kopf-Schwanz verbundenen Molekülen. Wasserstoffatome
und Lösungsmittelmoleküle sind nicht dargestellt. Die Abbildungen des Abschnitts sind von
Herrn Dr. M. Bohl und Herrn Dr. J. Sühnel mit SYBYL-Software erstellt worden.
51
Tab. 4.8.1: Geometrische Parameter der inter- und intramolekularen Wasserstoffbrücken-
bindungen der Röntgenkristallstruktur. D-H....A-Wechselwirkungen werden bei einem
Abstand < 3.5 Å als Wasserstoffbrückenbindung definiert. Setzt man den Abstand H...A < 2.5
Å verringert sich die Anzahl intramolekularer H-Brücken auf 10.







i+4,i N(Aib4) O(Ac0) 2.918 2.157 168
i+4,i N(Leu5) O(Ac-Trp1) 2.954 2.311 155
i+4,i N(Aib6) O(Ala2) 3.026 2.247 159
i+4,i N(Gln7) O(Aib3) 3.101 2.395 158
i+4,i N(Aib8) O(Aib4) 2.844 2.130 173
i+4,i N(Aib9) O(Leu5) 3.018 2.201 166
i+4,i N(Aib10) O(Aib6) 3.367 2.702 157
i+3,i N(Aib10) O(Gln7) 3.149 2.740 119
i+4,i N(Gln11) O(Gln7) 3.162 2.523 161
i+3,i N(Gln11) O(Aib8) 3.137 2.714 124
i+4,i N(Leu12) O(Aib8) 2.831 2.059 157
i+3,i N(Leu12) O(Aib9) 3.363 2.863 121
i+4,i N(Aib13) O(Aib9) 3.127 2.474 136
i+3,i N(Leu15-ol) O(Leu12) 2.960 2.173 164
Intermolekular
Head-to-Tail N(Ac-Trp1) O(Gln14) 2.870 1.968 168
N(Ala2) Oε(Gln14) 2.863 2.063 154
N(Aib3) Oε(Gln14) 3.148 2.319 165
Side-by-Side Nε(Gln7) O(Ac0) 3.156 2.192 149
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Nε(Gln11) O(Aib10) 2.897 1.843 171
Nε(Gln14) Oε(Gln7) 2.944 2.016 170
Nε(Gln14) Oε(Gln11) 2.942 2.039 177
Peptid-LM
Nε(Ac-Trp1) O(Wasser2) 2.922 2.064 165
Nε(Gln11) O(Wasser1) 3.041 2.268 162
LM-Peptid
O(Wasser1) O(Gln11) 2.766 1.846 160
O(Wasser2) O(Leu12) 2.834 1.787 148
O(Wasser2) O(Leu15-ol) 2.845 1.720 177
LM-LM O(Wasser1) N(MeCN) 3.059 2.405 157
Abb. 4.8.2: Stereo view eines Ampullosporin A Moleküls. Es ist ein Schleifenmodell der
Helix eingelegt. Wasserstoffatome sind nicht dargestellt.
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Helix
Ampullosporin hat eine helikale Grundstruktur (s. Abb. 4.8.2). Von Ac0 bis zu Aib13 finden
wir das typische α-helikale i, 1+4-Muster, wobei die Wasserstoffbrücke Aib10/Aib6 deutlich
schwächer ist (vgl Tab. 4.8.1).
Zusätzlich gibt es vier i, i+3 H-Brückenpaare Gln7/Aib10, Aib8/Gln11, Aib9/Leu12 und
Leu12/Leu15-ol. Dieses Muster ist typisch für eine  310-Helix. Das bedeutet, dass die
Aminosäuren 10 – 12 gegabelte mit sowohl i, i+3 und i, i+4-Muster H-verbrückt sind. Hierbei
muß beachtet werden, dass bei den ersten drei i, i+3 H-Brücken die H...A-Abstände relativ
groß und die Winkel mit 120° relativ klein sind.
Die Carbonylgruppen von Aib10 und Gln11 sind nicht an intramolekularen Wasserstoffbrücken
beteiligt.
Aus Tabelle 6.4.2 kann man entnehmen, dass alle Peptidbindungen trans konfiguriert sind.
Die Torsionswinkel ϕ und ψ der Aminosäuren 2-10 liegen zwischen -50° bis 72°  bzw. –41°
bis 52°. Die Torsionswinkel in einer α-Helix liegen bei ϕ = -63º und ψ= -42º und in einer 310-
Helix bei ϕ = -57 º und ψ= -30º [Barlow, 1988].
Auch die Torsionswinkel zeigen, dass im N-Terminus bis zu Aib10 Ampullosporin A eine α-
Helix bildet. Die ψ-Winkel von Gln11, Leu12 und Aib13 sind deutlich kleiner und könnten als
Zeichen für eine 310-Helix gedeutet werden.
Die Aminosäuren 12– 15 wiederum erfüllen die Kriterien eines β-turn [Chou und Fasman,
1977].
Die Wasserstoffbrücken und die geometrischen Daten zeigen, dass vom N-Terminus etwa 2/3
des Moleküls eine rechtsgängige α-Helix bilden. Das genaue Ende kann nicht festgelegt
werden. Für den C-Terminus kann nicht entschieden werden, ob eine 310-Helix oder ein β-
turn vorliegt.
Aufgrund dieser Unsicherheiten wurde die Sekundärstruktur zusätzlich über das Programm
PROMOTIF v. 3.01 [Hutchinson, 1996] bestimmt. PROMOTIF erkennt zehn Wasserstoff-
brücken mit einem H...A-Abstand < 2,5 Å. Von Ac-Trp1 bis Aib13 erkennt es eine rechts-
gängige α-Helix. Die C-terminalen Aminosäuren Gln14 und Leu15ol bilden einen β-turn.
Zwar wird PROMOTIF vornehmlich für die Strukturfestlegung von Proteinen, nicht von
kleinen Peptiden benutzt. Trotzdem wird das Ergebnis als die Klassifizierung der Sekundär-
struktur für Ampullosporin A angenommen, d. h. dass die schwache H-Brücke von Aib6/Aib10
nicht den α-helikalen Bereich unterbricht und dass die i, i+3-H-Brücken nicht für eine
Klassifizierung als 310-Helix ausreichen.
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Dieses Ergebnisse liegt im Einklang mit den bisher veröffentlichten Daten von Sekundär-
strukturen verschiedener Peptaibole. Denn obwohl Tri-, Tetra oder Pentapeptide mit
mindestens einem Aib-Rest eine 310-Helix bilden, finden sich in längeren Peptiden α- oder
gemischte 310/α-Helices [Karle et al., 1990].
Auch für die kürzlich veröffentlichte Sekundärstruktur des 18meren Peptaibols Trichotoxin
wurde ein ähnliches Ergebnis wie für das Ampullosporin festgestellt [Chugh et al., 2002].
4.9. Circulardichroismus
4.9.1. Allgemeine Bemerkungen zum Circulardichroismus
[Snatzke, 1967; Snatzke, 1981; Bodansky, 1993]
Das Phänomen des Circulardichroismus rührt von der optischen Aktivität chiraler Ver-
bindungen her. Meist wird nur der Drehwert α (D-Linie des Natriums [589 nm]) einer optisch
aktiven Substanz bestimmt. Der Drehwert ist aber nicht über den gesamten Wellenlängen-
bereich konstant. Mißt man daher über das gesamte Spektrum des Lichtes, erhält man die
optische Rotationsdispersion (ORD). Gibt es in der gemessenen Substanz chromophore
Gruppen, die bei bestimmten Wellenlängen das Licht absorbieren, erhält man anormale ORD-
Kurven. Dieses Phänomen nennt man Cotton-Effekt.
Der CD nützt nun diese Absorption, die unterschiedlich stark je nach Polarisationsrichtung ist.
Man strahlt sowohl links als auch rechts polarisiertes Licht in das Medium ein. Bei fehlender
Absorption mißt man linear polarisiertes Licht. Wenn aber Licht absorbiert wird, d. h. ein
Elektronenübergang auf ein höheres Energieniveau stattfindet, erfolgt eine unter-schiedlich
starke Auslöschung und man mißt kein linear polarisiertes Licht mehr sondern elliptisch
polarisiertes Licht.
Der Extinktionskoeffizient ε ist also für beide Polarisationsrichtungen unterschiedliche und es
ergibt
εL - εR = ∆ε
die dichroistischen Änderung der Absorption (differential dichroic absorption) und daraus
direkt die molare Ellipizität
Θ = 3300 x ∆ε.
Peptide haben zwei Quellen von Chiralität. Einmal die Händigkeit der Aminosäuren und
Dissymmetrien in der Sekundärstruktur. Da der Einfluß der Dissymmetrien sehr viel größer
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ist als der der Aminosäuren, gibt das CD-Spektrum Aufschluß auf die Sekundärstruktur von
Peptiden. Helicale Strukturen von Peptiden haben drei besonders intensive Banden.
• Ein Minimum bei etwa 206 nm, den π-π*-Übergang,
• ein weiteres Minimum bei ca. 222 nm durch den n-π*-Übergang
• schließlich bei 190 nm ein Maximum, das wieder aufgrund des Elektonenübergangs vom
π- auf das π*-Niveau entsteht [Kuruda et al, 2000].
Besonders gut lassen sich Änderungen der Konformation im Vergleich bestimmen, und der
Einfluß der Variationen in der Sequenz der Ampullosporinanaloga und -derivate kann mit
dem Ampullosporin A korreliert werden.
Da die Messung des CD in verdünnten Lösungen, die dem physiologischen Zustand nahe
kommen, durchgeführt wird, hat er sich zur Bestimmung der Sekundärstruktur von Peptiden
neben der Röntgen-Kristallstrukturanalyse und der NMR als dritte Möglichkeit etabliert.
4.9.2 Circular Dichroismus Untersuchung
CD-Spektren sind konzentrationsabhängig. Aus den gemessenen Spektren wird die molare
Elliptizität nach der Formel
[Θ] = [Θ]gemessen / 10nlc (Gl. 1)
berechnet. Dabei ist n ist die Anzahl der peptidischen Bindungen, l die Weglänge in cm und c
die Konzentration in mol / g.
Für die verschiedenen Ampullosporin-Homologen ergeben sich daraus die abgebildeten
Spektren (Abb. 4.9.2.1- 4.9.2.6).
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Abb.4.9.2.1: CD-Spektren der Ampullosporine A-D in TFE
4.9.2.2. CD-Spektren der Ampullosporine A und C in MeCN
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Abb. 4.9.2.3: CD-Spektren der Ampullosporine A-D in Pufferlösung mit SDS





























Abb. 4.9.2.4: CD-Spektren der Ampullosporin-Derivate in TFE
58














214 217 220 223 22
6
229 232 235 238 24
1




















Abb. 4.9.2.5: CD-Spektren der Ampullosporin-Derivate in MeCN

































Abb. 4.9.2.6: CD-Spektren der Ampullosporin-Derivate in Pufferlösung mit SDS
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Weiterhin lassen sich aus den Anregungsübergängen Strukturmerkmale anhand bestimmter
Parameter berechnen. Dafür wird das CD-Spektrum des Ampullosporins A mit der
Kristallstruktur als Referenz korreliert und die theoretische Elliptizität ΘH einer vollständigen
Helix durch Umformen der Gleichung 2 berechnet.
ΘH= -21840 deg cm2 dmol-1
fH gibt den Anteil helikaler Strukturen im Peptid an (helix-coil-Modell, Rohl, 1997)
fH = (Θn-π* -ΘC) / (ΘH-ΘC) (Gl. 2)
ΘC, bzw ΘH ist die theoretische Elliptizität einer random coil, bzw einer vollständigen Helix-
Konformation. ΘC, bzw ΘH können nach
ΘC = 2220 - 53T = 1054 deg cm2 dmol-1 (Gl. 3)
ΘH = -21840+((7-m)(*30800+21840)/7) deg cm2 dmol-1 (Gl. 4)
berechnet werden, m: Anzahl der Aib im Molekül [Nguyen, 2003 (b)]. Für die
Ampullosporine B-D ist ΘH = -23120.
dies ergibt die Anzahl n der helicalen Wasserstoffbückenbindungen im Peptid [Nguyen, 2003
(b)]
nH = (N-3) * fH (Gl. 5)
Aus dem Verhältnis der Minima bei 204 und 222 nm läßt sich das Verhältnis von α-bzw 310-
Helix in der Gesamthelix abschätzen (Nguyen, 2003 (b), Toniolo, 1996).
R= Θ222 /Θ204 (Gl. 6)
Die Elliptizität für Θn-π*, Θπ-π* -Übergänge und die Parameter für die Ampullosporine B-D und
den Ampullosporinderivaten NMK006 – 012 sind in der Tabelle 4.9.2.1 angegeben.
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Tab. 4.9.2.1: Molare Elliptizitäten und Parameter aus den CD-Spektren der Ampullosporine
B-D und NMK006-012.














































































































































Die Aussagekraft von CD-Spektren ist abhängig von der Referenz. Ampullosporin ist
aufgrund des hohen Anteil der achiralen Aminosäure Aib wenig mit anderen Peptiden
vergleichbar. Durch die Aufklärung der Kristallstruktur des Ampullosporins A existiert
jedoch eine aussagekräftige Referenz für die Auswertung der CD-Spektren.
Dafür wurde in MeCN, da Ampullosporin aus diesem Lösungsmittel umkristallisiert worden
war, gemessen und dieses Spektrum mit den Daten zur Sekundärstruktur gleichgesetzt.
Aufgrund der neun intramolekularen H-Brücken ist  fH = 0,75 gesetzt und es können daraus
die anderen Parameter abgeleitet werden.
Zusätzlich wurden noch CD-Spektren in TFE aufgenommen. Fluoralkohole gelten als
Induktoren von Helices [Hong et al., 1999; Gast et al., 2001]. Darüber hinaus ist TFE deutlich
polarer als MeCN.
SDS ist ein mizellenbildendes Tensid. Mizellen können mit ihrer hydrophilen Außen- und
hydrophoben Innenseite als ein sehr einfaches Membranmodell gesehen werden. CD-Spektren
in SDS geben daher die Verhältnisse des Ampullosporins in der Membran besser wieder als
die der beiden anderen Lösungsmittel [Mao, 1982; Blondelle, 1999].
Das Spektrum in MeCN von Ampullosporin A zeigt das typische Bild für eine α-Helix
[Manning, 1991]. Der R-Wert beträgt 0,83. R < 1 ist ein Zeichen für eine α-Helix, während
deutlich kleinere Werte um 0,4 für 310-Helices typisch sind [Toniolo et al., 1996]. Aus der
Kristallstruktur ist bekannt, dass Ampullosporin überwiegend α-Helix ausbildet. Das
Ergebnis der CD-Spektroskopie stimmt damit überein.
In TFE ist R=0,73 erniedrigt, zusätzlich ist die Intensität der Minima abgeschwächt
einhergehend mit einer Blauverschiebung. Nach den Arbeiten von Woody und Chang [1995;
1978] sind dies Zeichen eines β-turns (hierzu gehört auch die 310-Helix). Insgesamt kann man
daraus den Schluß ziehen, dass Ampullosporin in TFE die Konformation ändert und zwar zu
mehr 310-helikalem Charakter.
Weiterhin ist der Anteil helikaler Strukturen in TFE deutlich niedriger als in MeCN. Es bildet
nur sechs Wasserstoffbrücken aus. Diese gehören zu einer Helix von Ac0 bis Leu5. Aib 6, das
auch im Kristall keine intramolekulare H-Brücke ausbildet, kann hier der Start einer anderen
Struktur sein. Der Fluoralkohol induziert in diesem Fall nicht die Helixbildung.
Das Spektrum in SDS weicht besonderes in der Parameter R = 1 von den obigen
Lösungsmitteln ab. Solch ein Wert deutet auf transmicellare Helices hin [Park, 1992]. R-
Werte > 1 werden auch oft als Indikatoren für Helixassoziationen angegeben [Hara 2001].
Auch hier könnten die drei Glutaminseitenketten, wie in der Kristallstruktur, intermolekulare
Wasserstoffbrücken ausbilden. Ein ähnliches Phänomen konnte auch von Zhou [2001] an
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Polyleucin in transmembranen Helices gezeigt werden. Insgesamt entspricht das Spektrum für
Ampullosporin A in SDS dem anderer Peptaibole wie Alamethicin und Antiamoebin in
Detergentien [Cascio et al., 1988; Snook, 1998].
Von einigen Unterschieden abgesehen verhalten sich die natürliche Ampullosporin B-D
ähnlich zum Ampullosporin A. Wobei die Ampullosporine C und D gering höhere helikale
Anteile aufweisen (s.fH in Tab. 4.9.2.1).
Die CD-Spektren von NMK006 in MeCN und TFE sind mit Ampullosporin A vergleichbar.
In SDS aber ist das Verhältnis Θ222 /Θ204 < 1 und der helikale Anteil nimmt nicht im
Vergleich zu TFE zu. Tryptophan und Acetylgruppe sind also für die Assoziation in SDS-
Mizellen und die Helixbildung von großer Bedeutung.
Die beiden am C-Terminus modifizierten Derivate NMK010 und 011 ergeben zum
Ampullosporin A vergleichbare CD-Spektren und Parameter. Änderungen an diesem Ende
des Peptids haben wenig Einfluß auf die Sekundärstruktur.
NMK012 verhält sich fast durchweg anders. Zwar entsprechen fH und nH in TFE dem
Ampullosporin, in den anderen Lösungsmitteln ist aber die Helix deutlich verkürzt, in SDS
auf nur noch drei intermolekulare Wasserstoffbrücken. Die R-Werte liegen in allen drei
Lösungsmittel deutlich über 1. Die Parameter zeigen, dass sich die Struktur des
Ampullosporins A durch die Methylierung der Glutaminseitenketten signifikant ändert.
4.10. Biologische Aktivität der Substanzen
4.10.1 Induktion der Pilzmorphogenese („Phomatest“)
Da durch den „Phomatest“ lediglich Differenzierung der Morphologie der Hyphen des Pilzes
P. destructiva erfasst werden, sind nur qualitative Aussagen im Vergleich zu Standard-
substanzen wie Cyclosporin A oder Ampullosporin A möglich. Cyclosporin A wurde als
Kontrolle eingesetzt, um zu überprüfen, ob das Wachstum und die Änderung der
Morphogenese des Pilzes auf der Testplatte normal verlaufen. Ampullosporin A diente als
Standard zu Ermittlung der Aktivität der Proben. Die Aktivität wurde in stark, d.h. ähnlich
zum Ampullosporin A, schwach und inaktiv eingeteilt.
Die Ampullosporine B, D, NMK010 und NMK011 hatten eine zum Ampullosporin
vergleichbare Aktivität; Ampullosporin C wirkte schwächer und die Substanzen NMK006
und 012 waren inaktiv (s. Tab. 4.10.1.1 und Abb. 4.10.1.1).
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Abb. 4.10.1.1: Beispiele für den Phomaeffekt. Links die Ampullosporine A-D, rechts
NMK010 (Halos 1 und 2, Halo 6 Amp. A).
Tab. 4.10.1.1: Aktivität der untersuchten Substanzen, xx: stark, x: schwach, n.a.: nicht aktiv
Substanz Pigmentinduktion Hypothermie
Ampullosporin A xx xx
Ampullosporin B xx xx
Ampullosporin C x x






Substanzen, welche die Pigmentbildung induzieren, sind oft neuroleptisch aktiv, während
inaktive Substanzen keine neuroleptische Wirkung mehr aufweisen sollten. Diese Hypothese
wurde bei der Messung der Absenkung der Körpertemperatur und der Überprüfung der loko-
motorischen Aktivität überprüft. Es konnten die Ergebnisse aus dem mikrobiellen Vortest
bestätigt werden. Ampullosporin D war in diesem Assay schwächer und NMK011 stärker
wirksam als Ampullosporin A (s. Tab 4.10.1.1).
Es konnte also im Trend die Beobachtung von Nguyen [2003 (a)] bestätigt werden, dass der
Hypothermietest emfindlicher als der Phomatest ist.
Da aber der Phomatest einfach durchzuführen ist und nicht den gesetzlichen Einschränkungen
eines Tierversuches unterliegt, hat er sich als relativ sichere Methode, die Trends in der









Weiterhin wurde festgestellt, dass das N-terminale Tryptophan für die biologische Aktivität
essentiell ist. Hierzu hatte Nguyen [2003 (a)] weitergehende Untersuchungen durchgeführt
und konnte bestätigen, dass Tryptophan oder ein adäquater aromatischer Ersatz notwendig für
die biologische Aktivität ist.
Der Austausch von Aib durch Alanin kann zu Änderungen in der Aktivität führen. Dies ist
abhängig von der Position des Austausches. Hier sind die Positionen 9 und 10 empfindlicher
als Position 8, bei der weder im Phomatest noch im Hypothermietest eine Änderung im
Vergleich zum Ampullosporin A festgestellt werden konnte.
Veränderungen an der Alkoholgruppe am C-Terminus haben kaum Einfluß auf die
biologische Wirksamkeit des Ampullosporins und können so als mögliche Angriffspunkte für
funktionelle Modifizierungen, z. B. zur Änderung der Polarität, dienen.
4.10.3 Rezeptorbindung des Ampullosporins
Bei in vitro-Untersuchungen des Ampullosporins mit einem Radioligand-Bindungsassay
konnten Lehmann und Mitarbeiter feststellen, dass Ampullosporin A nicht signifikant an den
Dopaminrezeptoren D1 und D2 bindet [Lehmann, 2002]. Die neuroleptische Aktivität kann
also nicht auf eine Blockade der dopaminergen Rezeptoren D1 und D2 zurückgeführt werden.
Zu dem gleichen Ergebnis kommen Greksch und Mitarbeiter.
Darüber hinaus wurde der Einfluß des Ampullosporins auf Ratten mit Ketamin induzierten
Psychosen, die mit dem NMDA-Rezeptor korrelieren, untersucht. Die Autoren konnten eine
Affinität des Ampullosporins zum glutaminergen Rezeptor in vivo nachweisen [Greksch,
2003]. Dieser Rezeptor bildet, wie in Kap. 1.3. dargestellt, Ionenkanäle aus.
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4.11. Membranaktivität
4.11.1 Allgemeine Bemerkungen zur Porenbildung
Die biologischen Aktivitäten der Peptaibole werden meist auf deren membranmodifizierenden
Eigenschaften zurückgeführt (s. Kap. 1.2.). Auch Ampullosporin A wirkt membran-
modifizierend und bildet Poren oder Kanäle aus [Grigoriev, 1997].
Eine Lipid-Doppelschicht (s. Abb. 4.11.1) als Modell einer natürlichen Membran besteht aus
drei Regionen, dem lipophilen Kern, den Kopfgruppen am hydrophoben / hydrophilen
Interface und dem hydrophilen Teil. Der für Wassermoleküle und Ionen undurchlässige Kern
hat eine Kettenlänge von 14 – 22 C-Atomen und eine Tiefe von 20 – 29 Å [Popot et al., 2000;
Duclohier et al., 2001 (b)]. Die beiden Kopfgruppen bieten den Proteinen zahlreiche
Möglichkeiten nichtkovalenter Interaktionen [Killian et al., 2000].
Abb. 4.11.1: Modell eines hydratisierten Bilayers. Die C-Ketten (grün) bilden die etwa 30 Å
dicke ungeordnete Hydrocarbonschicht, die hier orange hervorgehobenen Punkte stellen die
Phospholipidschicht dar, sie ist etwa je 15 Å groß. aus Popot und Engelmann, 2000
Für die Porenbildung von Peptaibolen werden zwei Modelle vorgeschlagen.
Das „Faßdauben“- oder „barrel stave“-Modell beschreibt die Pore oder den Kanal in der
Membran als Faß, wobei die Peptaibolmoleküle die Dauben sind. Die hydrophoben Seiten der
amphipatischen Moleküle interagieren mit dem lipophilen Membrankern, und die hydrophilen
Seiten öffnen die Pore für Wassermoleküle und Ionen. Zur Ausbildung eines Kanals müssen
folgende Bedingungen erfüllt sein:
• die Monomere binden als α-Helices auf der Membran,
• Monomere assoziieren auch schon bei geringer Konzentration auf der Membran (dies ist
wichtig, da es für ein Monomer energetisch ungünstig ist in die Membran zu inserieren),
• sie inserieren als Assoziat in die Membran, und nehmen
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• weitere Monomere in die Pore auf, um sie zu vergrößern und zu stabilisieren (s. Abb.
4.11.2).[Müller, 1975; Ehrenstein et al., 1977; Shai, 1999; Sansom, 1993].
Abb. 4.11.2: Modell eines „barrel-stave“-Kanals von Alamethicin. Auf der Innenseite der
hydrophobe Part des Moleküls (blau), außen die lipohile Seite (rot). aus Huang, 2000
Das zweite Modell, „carpet“ oder „ Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) model“, geht von einem
anderen Ansatz aus. Die membranaktiven Moleküle interagieren mit der lipophilen Kopf-
gruppe und müssen nicht in das Membranzentrum inserieren. Auch assoziieren die Monomere
sich nicht so, dass ihre hydrophilen Seiten sich im Gegensatz zum obigen Modell gegenüber
stehen, sondern die Porenbildung verläuft so, dass
1. sich die Moleküle an die Membranoberfläche, die Phospholipid-Kopfgruppen, binden,
2. sich die hydrophilen Seiten an den Phospholipidgruppen anordnen,
3. eine Neuausrichtung der Moleküle erfolgt, so dass die hydrophoben Seiten der Substanzen
mit den hydrophoben Kern der Membran interagiert und
4. es schließlich zum Aufbrechen der Membranstruktur und Auflösen der Membran kommt
(s. Abb. 4.11.3).
Zwischen Schritt drei und vier ist ein Übergang möglich, bei dem Poren vorhanden sind
[Shai, 1999]. Für die Ausbildung der Poren ist eine ausreichend hohe Konzentration an
Monomeren auf der Membran notwendig.
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Abb. 4.11.3: Modell des Carpet-Mechanismus. Bindung der Peptide an der
Membranoberfläche, die hydrophile Seite zeigt zur Wasserphase (Schritt A), bei
Überschreiten der Grenzkonzentration werden Poren gebildet (Schritt B), die dann zum
Kollaps der Membran führen können (Schritt 3). aus Shai und Oren, 2001
4.11.2 Messung der Membranaktivität
Die experimentellen Untersuchungen der membranmodifizierenden Eigenschaften der
Analoga und Derivate des Ampullosporins sind in dem Konzentrationsbereich des
Ampullosporins A durchgeführt worden. Die natürlichen Analoga und die Derivate NMK010
und NMK011 führen zu einer erhöhten Leitfähigkeit und sind somit aktiv. Die beiden anderen
Derivate NMK006 und NMK012 zeigen keine Erhöhung der Leitfähigkeit (s. Abb. 4.11.5).
Sie bilden keine Poren in der BLM aus und haben daher keine membranmodifizierende
Eigenschaften.
Um die Veränderung der Leitfähigkeit vergleichen zu können, wurde bei einer definierten
Konzentration von 0,5 µg / mL die Leitfähigkeit gemessen. Als Vergleichsubstanz diente
neben dem Ampullosporin A auch das gut untersuchte Alamethicin (Konz. 0,25 µg / mL). In
Abb. 4.11.4 ist das Ergebnis dargestellt. Nur das Ampullosporin C ist signifikant schwächer
wirksam als das Ampullosporin A. Ampullosporin D ist nur unwesentlich schwächer und
NMK011 stärker wirksam als Ampullosporin A.
























Abb. 4.11.4: Vergleich der Porenbildung der Ampullosporin-Analoga. 1: Amp A, 2: Amp B,
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Abb. 4.11.5: Änderung der Leitfähigkeit der BLM bei unterschiedlichen Konzentrationen der
Analoga und Derivate. Die Derivate sind in der Abbildung nicht direkt mit Ampullosporin A
vergleichbar, da sie nicht parallel aufgenommen wurden.
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4.11.3. Modell der Ampullosporinporenbildung
Ampullosporin ist ein amphipatisches Molekül. Der hydrophile Teil wird von den
Carboxylamidgruppen der Glutaminseitenketten und den Carbonyl-Sauerstoffen der Aib10
und des Gln11, die nicht in die Helix integriert sind, gebildet. Ihnen gegenüber stehen die
raumfüllenden unpolaren Seitenketten des Ac-Trp1, Leu5, Leu12 und Leu15-ol (s. Kap. 4.8.).
Die amphipatische Eigenschaft ist eine Vorraussetzung zur Porenbildung [Tieleman et al.,
1999].
Im ersten Schritt können Ampullosporin A-Monomere sich an den Kopfgruppen mit den
polaren Gruppen binden. Sie liegen dann parallel zur Membran, und bei einer hinreichenden
Konzentration an Monomeren können sie inserieren und gleichzeitig Aggregate bilden.
Mit Hilfe der Röntgenkristall-Strukturanalyse (Kap. 4.8.) konnte gezeigt werden, dass im
Molekül einige Donoren und Akzeptoren für H-Brücken nicht an der Helixbildung beteiligt
sind sondern für intermolekulare Bindungen, die die Aggregate stabilisieren, zur Verfügung
stehen. Beim Anlegen einer Spannung richten die Moleküle sich entlang des Dipols aus und
das Gleichgewicht zwischen Monomeren und Aggregaten wird aufgrund von spannungs-
abhängigen Konformationsänderungen zu den letzteren verschoben; man mißt eine Erhöhung
der Leitfähigkeit [Wooley et al., 1994].
Im Kristall hat die Ampullosporinhelix eine Länge von 20,2 Å. Wie oben gesagt, hat eine
BLM eine Tiefe von etwa 30 Å, so dass ein Molekül schwerlich eine Membran ganz
durchdringen kann. Für kurze Petaibole wie das Trichogin A IV und für Fragmente des
Alamethicins ist eine Dimerisierung beschrieben [Menestrina et al., 1986; Toniolo et al.,
1996]. Weiterhin ist bekannt, dass Peptaibole ihre Geometrie in der Membran ändern
[Tieleman et al., 1999; Cascio et al., 1988].
Im Rahmen der CD-Untersuchung konnte gezeigt werden, dass auch Ampullosporin in
verschiedenen Lösungsmitteln seine Konformation ändern kann. Ausführlich ist dies von
Nguyen gezeigt worden [2003 (a) und (b)]. Eine Änderung vom α-helikalen Motiv hin zu
einer 310-Helix verlängert das Molekül. Eine reine 310-Helix des Ampullosporins hätte eine
Länge von ca. 27 Å. Darüber hinaus können auch an der BLM Veränderungen, wie der
“membrane thinning effect” [Heller et al., 1997; 2000], auftreten, so dass die gesamte Tiefe
der Membran von einem Ampullosporinmolekül überbrückt werden kann.
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4.12 Sekundärstruktur, Porenbildung und biologische Aktivität
Tab. 4.12.1: Vergleich der Porenbildung und der CD-Spektren mit den biologischen Tests der
Ampullosporin Analoga. 2: starke Aktivität, 1: schwache Aktivität, 0: keine Aktivität; +: CD-
Spektrum ähnlich zum Ampullosporin A, -: Unterschiede im CD-Spektrum zum
Ampullosporin A.
Analogon Porenbildung CD-Spektrum Phoma Hypothermie
A 2 + 2 2
B 2 + 2 2
C 1 + 1 1
D 2 + 2 1
NMK006 0 - 0 0
NMK010 2 + 2 2
NMK011 2 + 2 2
NMK012 0 - 0 0
Zwischen der Porenbildung und den CD-Spektren mit der Pigmentinduktion bei P.
destructiva kann eine Korrelation festgestellt werden (s.Tab. 4.11.3.1).
Als Grund für die Pigmentinduktion kann die Bildung von Poren, durch die Ionen und
Nährstoffe entlang des Gradienten diffundieren, diskutiert werden. Der Organismus gerät
unter Stress und es kommt zu einer vorzeitigen Alterung von P. destructiva. Dieser Prozeß
geht einher mit Melanineinlagerung in den Hyphen, und es bilden sich Pyknidien, in denen
Pyknosporen gebildet werden (s. Abb. 4.11.3.1).
Alamethicin wirkt so stark auf die Membranen des Organismus, dass dieser abgetötet wird. Es
kommt hier also auf den moderaten Effekt des Ampullosporins an.
Abb. 4.12.1.: Mikroskopische Aufnahme von P destructiva. Man sieht links eine junge
Hyphe, rechts ältere Hyphen mit eingelagertem Melanin und einer Pyknidie in der Mitte.
Foto: H. Friedrich
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Auch bei der Hypothermie an Mäusen kann eine Korrelation mit der Membranaktivität
festgestellt werden. Somit scheint die membranmodifizierende Eigenschaft auch hier eine
Voraussetzung darzustellen. Da dieser Test Rückschlüsse auf die neuroleptische Potenz der
Ampullosporine zuläßt, kann geschlußfolgert werden, dass auch die neuroleptische Wirkung
auf dieser Eigenschaft beruht. Ob aber zusätzlich weitere Bedingungen oder ein anderer
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Clac RT Drehwert MP Aussehen Summenformel
Amp B 1630,9284 1630,9272 15,4 232-233
Zersetzung
farblos C76H125N19O19















1394,8735 10,5 farblos C64H115N17O17
NMK010 1664,9727
[M+H] +
1664,9740 14,8 farblos C79H129N19O20
NMK011 1895,0579
[M+H] +
1895,0530 15,1 175,6 gelb C89H143N19O26
NMK012 17,5 farblos
Tab. 6.1: Physikalische Kenndaten der Ampullosporin-Analoga B-E4 und NMK006, 010, 011 und 012
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Abb. 6.2.1: ESI-Tandem-MS von Ampullosporin B




Abb. 6.2.3.: ESI-Tandem-MS von Ampullosporin D
Abb. 6.2.4.: ESI-Tandem-MS von den Ampullosporinen E1 und E4








Abb. 6.2.5.: ESI-Tandem-MS von den Ampullosporinen E2 und E3







Abb. 6.2.7.: ESI-Tandem-MS von NMK010
Abb. 6.2.8.: ESI-Tandem-MS von NMK011
Gln-Leu-O-AcGln-Leu-AibAibAibGln-AibAibLeuAibAc-Trp-Ala-Aib
Ac-Trp Ala Aib-Aib Leu Aib Gln-Aib Aib Aib Gln-Leu Aib Gln-Leu-O-glycosid
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Abb. 6.2.9.: ESI-Tandem-Ms von NMK012
Aib N-Methylgln-Leu-O-methylAc-Trp Ala-Aib Aib-Leu-Aib N,N-Dimethylgln
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Tab. 6.2.10.: Fragmentierungsmuster der Ampullosporin-Analoga Ampullosporine B-E4 und NMK006, 010, 011 und 012
b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b10 b11 b12 b13 b14 [M+H]+ [M+ Na]+
A 229 300 385 470 583 668 881 966 1051 1292 1377 1622
B 229 300 385 470 583 668 867 952 1037 1278 1363 1608
C 229 300 385 470 583 668 881 952 1037 1278 1363 1608
D 229 300 385 470 583 668 881 966 1037 1278 1363 1608
E1 229 300 385 470 583 668 867 952 1037 1278 1349 1594
E2 229 300 385 470 583 668 881 952 1023 1264 1349 1594
E3 229 300 385 470 583 668 881 966 1037 1278 1349 1594
E4 229 300 385 470 583 668 867 938 1023 1264 1349 1594
006 156 241 355 441 572 654 738 824 955 1150 1277 1394
010 385 471 584 669 882 967 1055 1381 1664
011 229 300 470 583 668 881 966 1051 1292 1377 1644 1917
012 229 (304) 389 672 830 1350 1435 1706
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Tab.6.3.1: Chemische Verschiebung des Ampullosporin B.
Da keine 2-D-Spektren vorliegen, erfolgte die Zuordnung anhand von Spektrenvergleich aus
den anderen Spektren und der ACD-Software [ACD/NMR Databases, Version 4.0, 1999] zur
Berechnung von 1H und 13C-NMR-Spektren.
Rest Proton δH δC
Ac0 CH3 1,84 s 22,63
CO 170,49
Trp1 NH 8,19 d, 6,0
α 4,38 m 54,69
β1 2,97 dd, 15,4; 5,9 27,13





4’ 7,54 d, 8,0 118,20
5’ 6,93 t, 7,5 118,12
6’ 7,04 t, 7,6 120,89
7’ 7,31 d, 7,6 111,32
7’a 136,08
CO 173,30
Ala2 NH 8,14 d, 5,4
α 4,02 m 50,48
β 1,22 d, 7,0 15,98
CO 174,28
Aib3 NH 8,20 s
α 55,73
β1 1,33 s 22,30
β2 1,36 s 25,69
CO 174,91
Aib4 NH 8,01 s
α 55,55
β1 1,33 s 22,39
β2 1,38 s 26,82
CO 176,58
Leu5 NH 7,65
α 3,88 d 4,8 54,60
β1 1,56 m 39,16
β2 1,70 m
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γ 1,75 m 24,52
δ1 0,83 d,6,3 21,41
δ2 0,91 d 6,6 22,40
CO 174,14
Aib6 NH 7,84 s
α 55,78
β1 1,34 s 23,26
β2 1,45 s 26,61
CO 175,41
Gln7 NH 7,37 d, 5,5
α 3,80 dt, 6,6; 4,7 56,22
β1 1,94 m 25,80
β2 2,00 m






Ala8 NH 8,12 d, 5,3
α 3,89 m 51,67
β 1,42 d, 7,6 16,35
CO 174,85
Aib9 NH 7,99 s
α 55,50
β1 1,34 s 22,44




β1 1,36 s 22,75
β2 1,48 s 26,61
CO 176,23
Gln11 NH 7,68 d, 6,0
α 3,98 m 55,15
β1 1,94 m 26,18
β2 2,00 m







Leu12 NH 7,31 d, 7,6
α 4,05 m 52,85
β1 1,62 m 39,00
β2 1,66 m
γ 1,69 m 24,11
δ1 0,84 d, 6,3 21,10




β1 1,39 s 24,38
β2 1,36 s 25,34
CO 174,05
Gln14 NH 7,17 d, 8,2
α 3,96 m 53,30
β1 1,80 m 27,13
β2 2,00 m






Leuol15 NH 7,01 d 8,7
α 3,75 m 48,66
β1 1,32 m 39,84
β2 1,36 m
β1’ 3,17 dd, 11,0; 6,8 63,86
β2’ 3,30 m
γ 1,63 m 23,92
δ1 0,79 d, 6,9 21,76
δ2 0,81 d 6,7 23,47
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Tab. 6.3.2: Chemische Verschiebung des Ampullosporins C
Rest Proton δH δC
Ac0 CH3 1,86 s 22,65
CO 170,72
Trp1 NH 8,33 (d, 6,1)
α 4,40 (ddd, 10,4 8,8, 5,8) 54,75
β1 3,00 (dd, 16,4; 7,6) 27,00
β2 3,06 (dd,16,9; 4,1)
1’ 10,80 (d, 2,8)
2’ 7,20 (d, 2,3) 123,59
3’ 109,66
3’a 127,12
4’ 7,52 (d, 7,7) 118,19
5’ 6,93 (t, 7,5) 118,15
6’ 7,03 (t, 7,4) 120,82
7’ 7,32 (d, 8,1) 111,26
7’a 136,03
CO 173,58
Ala2 NH 8,28 (d, 5,0)
α 4,01 (dq, 7,3; 5,0) 50,62
β 1,22 (d, 6,8) 15,94
CO 174,92
Aib3 NH 8,30 (br, s)
α 55,50
β1 1,36 (s) 22,38




β1 1,33 (s) 22,33
β2 1,37 (s) 26,60
CO 176,71
Leu5 NH 7,67(s, br)
α 3,87 (m) 54,83
β1 1,62 (m) 39,17
β2 1,77 (m)
γ 1,71 (m) 24,41
δ1 0,89 (d, 7,0) 21,36
δ2 0,91 (d, 7,2) 22,26
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CO 174,33
Aib6 NH 7,84 (br, s)
α 56,00
β1 1,33 (s) 23,42
β2 1,44 (s) 26,58
CO 176,00
Gln7 NH 7,37 (d, 5,7)
α 3,80 (dt, 7,3; 4,5) 56,21
β1 1,94 (m) 26,05
β2 1,99 (m)
γ1 2,11 (m) 30,85
γ2 2,19 (m)
δ 173,23
ε1 6,72 (br, s)
ε2 7,18 (br, s)
CO 174,08
Aib8 NH 8,04 (br, s)
α
β1 1,33 (s) 22,55
β2 1,42 (s) 25,77
CO 175,26
Ala9 NH 7,92
α 3,95 (m) 50,68
β 1,46 (d, 7,6) 16,13
CO 175,08
Aib10 NH 7,58 (br, s)
α 55,24
β1 1,33 (s) 22,25
β2 1,40 26,35
CO 176,25
Gln11 NH 7,70 (br, d, 5,9)
α 3,93 (m) 55,20
β1 1,96 (m) 26,08
β2 2,01 (m)
γ1 2,13 (m) 31,95
γ2
δ 173,30




Leu12 NH 7,46 (d, 4,5)
α 4,03 (m) 52,69
β1 1,64 (m) 39,01
β2 1,65 (m)
γ 1,70 (m) 24,16
δ1 0,82 (d, 6,3) 21,13
δ2 0,83 (d, 6,0)
CO 173,05
Aib13 NH 7,55 (br, s)
α 56,11
β1 1,36 (s) 24,05
β2 1,40 (s) 25,40
CO 173,90
Gln14 NH 7,16 (br, d, 8,2)
α 3,98 (m) 53,33
β1 1,31 (m) 27,25
β2 2,01 (m)
γ1 2,05 (m) 31,68
γ2 2,21 (m)
δ 173,91
ε1 6,66 (br, s)
ε2 7,06 (br, s)
CO 170,96
Leuol15 NH 7,02 (d, 8,8)
α 3,74 (m) 48,59
β1 1,31 (m) 39,85
β2 1,35 (m)
β1’ 3,18 (m) 63,94
β2’ 3,31 (dd, 10,4; 4,0)
γ 1,63(m) 23,87
δ1 0,79 (d, 4,6) 21,65
δ2 0,80 (d, 4,1) 23,05
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Tab. 6.3.3: Chemische Verschiebung des Ampullosporins D
Rest Proton δH δC
Ac0 CH3 1,85 22,63 (q)
CO 170,56 (s)
Trp1 NH 8,32 (d, 7,5)
α 4,38 (ddd, 9,5, 7,5, 4,4) 54,81 (d)
β1 2,97 (dd, 15,0, 9,5) 27,14 (t)
β2 3,11 (dd, 15,0, 4,4)
1’ 10,82 (d,2,8)
2’ 7,20 (d,2,8) 123,69 (d)
3’ 109,86 (s)
3’a 127,23 (s)
4’ 7,53 (d, 7,9) 118,21 (d)
5’ 6,93 (t, 7,9) 118,12 (d)
6’ 7,03 (t, 7,9) 120,88 (d)
7’ 7,31 (d, 7,9) 111,33 (d)
7’a 136,09 (s)
CO 173,15 (s)
Ala2 NH 8,38 (br,d, 5,3)
α 4,02 (dq, 7,2, 5,3) 50,64 (d)
β 1,24 (d,7,2) 15,96 (q)
CO 174,29 (s)
Aib3 NH 8,33 8br,s)
α 55,71 (s)
β1 1,35 (s) 22,30 (q)
β2 1,36 (s) 25,70 (q)
CO 174,90 (s)
Aib4 NH 8,01 (br, s)
α 55,59 (s)
β1 1,33 (s) 22,39 (q)
β2 1,37 (s) 26,79 (q)
CO 176,62 (s)
Leu5 NH 7,69 (d, 5,5)
α 3,88 (m) 54,60 (d)
β1 1,56 (m) 38,92 (t)
β2 1,77 (m)
γ 1,71 (m) 24,51 (d9
δ1 0,82 (d, 6,6) 21,43 (q)
δ2 0,91 (d, 6,6) 22,30 (q)
100
CO 174,08 (s)
Aib6 NH 7,83 (br, s)
α 55,78 (s)
β1 1,33 (s) 23,23 (q)
β2 1,45 (s) 26,64 (q)
CO 175,76(s)
Gln7 NH 7,37 (br, d, 5,4)
α 3,80 (dt, 7,0, 5,4) 56,23 (d)
β1 1,95 (m) 25,97 (t)
β2 1,99 (m)
γ1 2,11 (m) 31,03 (t)
γ2 2,20 (m)
δ 173,02 (s)
ε1 6,72 (br, s)
ε2 7,19 (br,s)
CO 173,02 (s)
Aib8 NH 8,03 (br,s)
α 55,56 (s)
β1 1,32 (s) 22,60 (q)
β2 1,43 (s) 25,80 (q)
CO 175,42 (s)
Aib9 NH 8,00 (br,s)
α 55,50 (s)
β1 1,34 (s) 22,39 (q)
β2 1,39 (s) 26,61 (q)
CO 176,24 (s)
Ala10 NH 7,56 (br, d, 5,2)
α 3,90 (dq, 7,5, 5,2) 51,69 (d)
β 1,42 (d, 7,5) 16,37 (q)
CO 174,94 (s)
Gln11 NH 7,84 (br, d, 5,6)
α 3,96 (m) 55,17(d)
β1 1,96 (m) 26,17 (t)
β2 2,04 (m)
γ1 2,12 (m) 31,91 (t)
γ2 2,34 (m)
δ 173,41 (s)
ε1 6,72 (br, s)
ε2 7,18 (br, s)
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CO 173,41 (s)
Leu12 NH 7,47 (d, 7,7)
α 4,06 (m) 52,89 (d)
β1 1,62 (m) 38,86 (t)
β2 1,64 (m)
γ 1,69 (m) 24,13 (d)
δ1 0,81 (d, 6,5) 21,07(q)
δ2 0,84 (d, 6,7) 22,50 (q)
CO 172,91 (s)
Aib13 NH 7,48 (br, s)
α 56,07 (s)
β1 1,36 (s9 24,36 (q)
β2 1,39 (s) 25,38 (q)
CO 173,89 (s)
Gln14 NH 7,16 (br, d, 7,8)
α 3,97 (m) 53,33 (d9
β1 1,80 (m) 27,14 (t)
β2 1,99 (m)
γ1 2,06 (m) 31,69 (t)
γ2 2,19 (m)
δ 173,89 (s)
ε1 6,67 (br, s)
ε2 7,06 (br, s)
CO 170,78 (s)
Leuol15 NH 7,02 (d, 8,1)
α 3,75 (m) 48,67 (d)
β1 1,31 (m) 39,77 (t)
β2 1,34 (m)
β1’ 3,18 (dd, 10,4, 7,0) 63,89 (t)
β2’ 3,30 (dd, 10,4, 5,0)
γ 1,63 (m) 23,93 (d)
δ1 0,79 (d, 6,7) 21,77 (q)
δ2 0,83 (d, 6,7) 23,47 (q)
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Tab. 6.3.4: Chemische Verschiebung von NMK006. Da keine 2-D-Spektren vorliegen,
erfolgte die Zuordnung anhand von Spektrenvergleich aus den anderen Spektren und der
ACD-Software [ACD/NMR Databases, Version 4.0, 1999] zur Berechnung von 1H und 13C-
NMR-Spektren.
Rest Proton δH δC
Ala1 NH 9,03
α 3,96 m 48,23




β1 1,35 s 22,22
β2 1,36 s 25,59
CO 175,14
Aib3 NH 8,17 s
α 55,61
β1 1,33 s 22,68
β2 1,38 s 26,41
CO 176,10
Leu4 NH 7,44 d 6,6
α 3,88 m 53,78
β1 1,62 m 39,84
β2 1,76 m
γ 1,72 m 24,51
δ1 0,84 d 6,1 21,59
δ2 0,93 d 5,7 22,22
CO 174,29
Aib5 NH 7,84 br, s
α 56,00
β1 1,33 s 22,95
β2 1,40 s 26,40
CO 175,41
Gln6 NH 7,38 d 5,7
α 3,75 m 56,18
β1 1,94 m 26,02
β2 1,97 m







Aib7 NH 7,74 s
α 55,87
β1 1,35 s 22,82
β2 1,41 s 25,76
CO 175,19
Aib8 NH 7,73 s
α 55,50
β1 1,33 s 22,45




β1 1,31 s 22,45
β2 1,39 s 26,61
CO 175,98
Gln10 NH 7,88 d 9,2
α 3,92 m 55,30
β1 1,95 m 26,41
β2 2,04 m






Leu11 NH 7,72 d 6,9
α 4,07 m 52,73
β1 1,63 m 39,68
β2 1,65 m
γ 1,74 m 24,12
δ1 0,80 d 6,6 20,89
δ2 0,82 d 6,1 22,45
CO 173,09
Aib12 NH 7,46 s
α 56,16
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β1 1,35 s 23,87
β2 1,40 s 25,24
CO 173,82
Gln13 NH 7,23 d 7,6
α 3,98 m 53,29
β1 1,91 m 27,04
β2 2,05 m






Leuol14 NH 7,06 d 8,7
α 3,75 m 48,67
β1 1,33 m 39,51
β2 1,35
β1’ 3,18 m 63,92
β2’ 3,30 dd 10,4; 5,0
γ 1,61 m 23,95
δ1 0,81 d 7,4 21,72
δ2 0,83 d 6,1 23,95
Tab. 6.3.5: Chemische Verschiebung von NMK010
Rest Proton δH δC
Ac0 CH3 1,84 s 22,67
CO 170,41
Trp1 NH 8,15 d, 5,4
α 4,36 ddd, 54,57
β1 26,93
β2 3,08 d, 4,5?
1’ 10,81 d, 0,9
2’ 7,21 d, 2,1 123,63
3’ 109,78
3’a 127,20
4’ 7,54 d, 7,4 118,15
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5’ 6,92 t, 7,2 118,07
6’ 7,02 t, 7,1 120,83
7’ 7,30 d, 8,0 111,28
7’a 136,05
CO 173,02
Ala2 NH 8,15 d, 5,4
α 4,02 d, 6,8 50,40
β 1,22 d, 7,1 15,95
CO 174,07
Aib3 NH 8,22 br, s
α 55,76
β1 1,37 s 25,78
β2 1,33 s 22,32
CO 174,80
Aib4 NH 7,97 br, s
α 55,68
β1 1,38 s 26,80
β2 1,33 s 22,48
CO 176,81
Leu5 NH 7,65 d, 6,1
α 3,91 m 54,38
β1 1,57 m 38,94
β2 1,68 m
γ 1,63 m 24,47
δ1 0,82 d, 5,4 21,47
δ2 0,90 d, 5,5 22,41
CO 173,97
Aib6 NH 7,80 br, s
α 55,87
β1 1,46 s 26,73
β2 1,35 s 22,48
CO 175,96
Gln7 NH 7,36 d, 6,3
α 3,77 dt,10,0; 6,1
β1 1,94 m 26,00
β2 2,01 m




ε1 6,71 br, s
ε2 7,18 br, s
CO 173,35
Aib8 NH 7,93 br, s
α
β1 1,41 s 25,64
β2 1,33 s 22,59
CO 175,18
Aib9 NH 7,89 br, s
α
β1 1,39 s 26,37
β2 1,35 s 22,32?
CO 175,13
Aib10 NH 7,56 br, s
α 55,60
β1 1,48 s 26,55
β2 1,35 s 22,67?
CO 176,50
Gln11 NH 7,75 br, d 4,8
α 3,93 m 55,49
β1 1,96 m
β2 2,04 m
γ1 2,09 m 31,90
γ2 2,34 m
δ 173,60
ε1 6,68 br, s
ε2 7,18 br, s
CO 173,76
Leu12 NH 7,65 br, d 6,1
α 4,06 m 53,30
β1 1,58 m 38,67
β2 1,68 m
γ 1,72 m 24,07
δ1 0,82 d, 5,4 20,83
δ2 0,85 d, 5,6 23,25?
CO 173,40
Aib13 NH 7,45 br, s
α 56,20
β1 1,40 s 26,00
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β2 1,37 s 24,02
CO 173,67




γ1 2,10 m 31,59
γ2 2,19 m
δ 173,97
ε1 6,96 br, s
ε2 7,11 br, s
CO 170,94










CH3 1,97 s 20,52?
Abb. 6.3.6: Chemische Verschiebung von NMK011
Rest Proton δH δC
Ac0 CH3 1,83 s 20,38
CO 170,77
Trp1 NH 8,16, d 6,2
α 4,38 m 54,51
β1 2,98 d 9,1 27,14
β2 3,12 d 4,5
1’ 10,78 d 0,5




4’ 7,52 d 7,4 118,20
5’ 6,94 t 7,4 118,08
6’ 7,05 t 7,5 120,85
7’ 7,32 d 8,1 111,27
7’a 136,05
CO 173,23
Ala2 NH 8,18 d 5,7
α 4,15 dq 6,9; 4,4 50,38
β 1,22 d 7,0 15,99
CO 174,06
Aib3 NH 8,15 s
α 55,70
β1 1,33 s 22,42
β2 1,36 s 25,65
CO 176,50
Aib4 NH 7,97 s
α 55,61
β1 1,33 s 22,42
β2 1,38 s 26,75
CO 175,97
Leu5 NH 7,67 m
α 3,87 m 54,42
β1 1,55 m 38,94
β2 1,76 m
γ 1,70 m 24,48
δ1 0,83 d 6,8 21,46
δ2 0,89 d 6,2 22,33
CO
Aib6 NH 7,77 s
α 56,77
β1 1,34 s 23,26
β2 1,44 s 26,35
CO 175,67
Gln7 NH 7,38 d 5,6
α 3,81 d 6,43 56,20









Aib8 NH 7,97 s
α 55,50
β 1,31 s 22,59
β2 1,44 s 26,56
CO 175,45
Aib9 NH 7,90 s
α 55,90
β1 1,35 s 22,48
β2 1,39 s 26,38
CO 176,38
Aib10 NH 7,57 s
α 55,70
β1 1,36 s 22,60
β2 1,46 s 27,05
CO 176,02
Gln11 NH 7,88 br, d 6,0
α 3,92 m 55,61
β1 1,93 m 26,38
β2 2,07
γ1 2,18 m 31,91
γ2 2,33 m
δ 173,42
ε1 6,70 br, s
ε2 7,14 br, s
CO 173,48
Leu12 NH 7,74 d 6,3
α 4,03 m 53,01
β1 1,62 m 38,94
β2 1,64 m
γ 1,68 m 24,08
δ1 0,79 d 6,2 21,31
δ2 0,88 d 6,2 22,75
CO 173,60
Aib13 NH 7,77 s
α 56,20
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β1 1,36 s 24,46
β2 1,39 s 25,65
CO 173,85
Gln14 NH 7,05 d 7,7
α 3,97 m 53,01
β1 1,91 m 27,14
β2 1,98 m
γ1 2,20 m 39,78
γ2 2,23 m
δ 173,97
ε1 6,70 br, s
ε2 7,07 br, s
CO 170,91
Leuol15 NH 7,03 d 7,5
α 3,74 m 46,20
β1 1,28 m 39,50
β2 1,33 m
β1’ 3,15 m 67,33
β2’ 3,24 m
γ 1,65 m 23,90
δ1 0,81 d 6,8 21,57
δ2 0,85 d 6,8 23,34
Triacetylglu 1 4,40 t 9,8 96,26
2 ax




3 5,10 td 10,4; 5,4 68,57
4 5,08 m 69,97
5 3,98 m
6 ax





2’ 2,07 s 20,44
1’’ 169,44
2’’ 2,07 s 20,58
1’’’ 170,00
2’’’ 2,07 s 20,84
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Tab. 6.4.1: Kristallographische Daten und Details der Datenaufzeichnung und dem Daten-
Refinement von Ampullosporin A.
R1 = [Σ||Fo| - |Fc||]/Σ|Fo|, wR2 = [[Σw(|Fo2 – Fc2|)2]/[Σw(Fo2)]]1/2 , w = 1/[(σFo)2 + (aP)2]. Der
aP –Wert wurde aus dem Strukturrefinement gewonnen.
Summenformel C77H127N19O19 * C2H3N * 2H2O
Molekulargewicht [g⋅mol-1] 1700.06
Dimension [mm3] 0.12 × 0.12 × 0.10
Aussehen farbloses Prisma
Kristallsystem monoclin




    a [Å] 19.9914(4)
    b [Å]   9.9246(3)
    c [Å] 25.4809(5)  
    β  [°] 111.572(1)  
Cell volume [Å3] 4701.5(2)
No. of formula units Z 2
Dichte (berechnet) Dc [g×cm-3] 1.201
Absorptionskoeffizient µ (Mo Kα) [cm-1] 0.88
2Θ range [°] 3.32 – 55.06
Auflösung [Å] 0.77
Unique total data 18190
Observed data with I > 2σ(I) 12835
No. of variables / restraints 1177 / 1
R [I > 2σ(I)] a) R1 = 0.0512
wR2 = 0.1294
R (all data)a wR1 = 0.0747
wR2 = 0.1390
Goodness-of-fit 0.901
Largest diff. peak and hole [eÅ-3] 0.758 / - 0.351
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Tab. 6.4.2: Torsionswinkel der Peptidkette und der Seitengruppen des Ampullosporin A
Aminosäure ϕ ψ ω χ1 χ2 χ3
Trp1 -79 -27 174 -73 -74/104
Ala2 -65 -51 175
Aib3 -53 -53 -172
Aib4 -59 -50 -173
Leu5 -71 -41 178 -71 170/-65
Aib6 -54 -47 -176
Gln7 -72 -43 177 -64 172 3/-175
Aib8 -50 -48 -175
Aib9 -57 -52 -178
Aib10 -53 -45 -170
Gln11 -82 -31 -175 -60 -176 -117/64
Leu12 -94 0 -163 -66 -69/168
Aib13 -56 -24 176
Gln14 -134 23 176 53 169 -45/136
Leuol15 -128 -72 168/-67
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